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RESUMO 

 
INTRODUÇÃO: A cardiotoxicidade é um efeito adverso amplamente 

reconhecido associado à terapia do câncer, com potenciais repercussões graves 

a curto e longo prazo. A Doxorrubicina (DOX), é um medicamento quimioterápico 

frequentemente utilizado no tratamento de neoplasias malignas devido à sua 

eficácia comprovada, no entanto, também apresenta, entre um dos seus 

principais efeitos colaterais, a toxicidade cardíaca, o que levanta grande 

preocupação em relação ao seu uso. A Fotobiomodulação (FBM), desencadeia 

uma cascata de eventos moleculares com potencial terapêutico em doenças 

cardiovasculares. A utilização do diodo emissor de luz (LED), tem sido explorado 

como uma fonte de tratamento para promover efeitos benéficos em tecidos 

biológicos. OBJETIVO: Análisar o perfil de expressão de miRNAs em 

cardiomiócitos ventriculares, derivados de células-tronco pluripotentes(HiPSC-

vCMs), submetidos ao pré-condicionamento de Fotobiomodulação, expostos à 

doxorrubicina. MÉTODOS: Estudo experimental in vitro, conduzido com HiPSC-

vCMs, submetidos à pré-condicionamento com fotobiomodulação e expostos à 

doxorrubicina. Os HiPSC-vCMs, foram alocados em 3 grupos: 1- Controle (não 

foram expostas a DOX e a FBM; irradiadas com uma lâmpada padrão de luz; 

Adição de soro fisiológico estéril); 2- grupo DOX (adição de  2μM de DOX por 

24h) e 3- grupo DOX+ FBM (pré-condicionamento de FBM; adição de 2μM de 

DOX).O pré-condicionamento com FBM foi executado com dispositivo de LED, 

emitindo luz com comprimento de onda de 660nm ± 10nm, irradiância de 10 

mW/cm2, por 500 segundos, resultando em uma dose de 5 J/cm2. Para o ensaio 

de citotoxicidade celular, utilizamos PCR em tempo real, para quantificar a 

expressão de microRNA. RESULTADOS: Após 24h da administração de 

doxorrubicina em HiPSC-vCMs, verificamos a modulação da expressão de 12 

miRNAs (92%), relacionados à disfunção celular in vitro. A FBM foi realizada 

antes da administração de DOX, a expressão de 9 miRNAs (69%), foi modulada 

pela irradiação. CONCLUSÃO: Os resultados indicaram que a doxorrubicina foi 

capaz de alterar a expressão de microRNAs, relacionados à disfunção celular, 

em cardiomiócitos derivados de células-tronco. Entretanto, quando essas células 

foram submetidas à fotobiomodulação, observou-se uma redução significativa 

do efeito deletério da doxorrubicina, na maioria dos ensaios experimentais. 
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ABSTRACT 

INTRODUCTION: Cardiotoxicity is a widely recognized adverse effect associated with 

cancer therapy, with potential serious repercussions in the short and long term. 

Doxorubicin (DOX), is a chemotherapy drug frequently used in the treatment of malignant 

neoplasms due to its proven effectiveness, however, it also presents, among its main 

side effects, cardiac toxicity, which raises great concern regarding its use. 

Photobiomodulation (FBM) triggers a cascade of molecular events with therapeutic 

potential in cardiovascular diseases. The use of light emitting diode (LED) has been 

explored as a source of treatment to promote beneficial effects in biological tissues. 

OBJECTIVE: To analyze the expression profile of miRNAs in ventricular 

cardiomyocytes, derived from pluripotent stem cells (HiPSC-vCMs), subjected to 

Photobiomodulation preconditioning, exposed to doxorubicin. METHODS: In vitro 

experimental study, conducted with HiPSC-vCMs, subjected to preconditioning with 

photobiomodulation and exposed to doxorubicin. The HiPSC-vCMs were allocated into 

3 groups: 1- Control (not exposed to DOX and FBM; irradiated with a standard light lamp; 

addition of sterile saline solution); 2- DOX group (addition of 2μM DOX for 24h) and 3- 

DOX+ FBM group (FBM preconditioning; addition of 2μM DOX). Preconditioning with 

FBM was performed with an LED device, emitting light with length wave of 660nm ± 

10nm, irradiance of 10 mW/cm2, for 500 seconds, resulting in a dose of 5 J/cm2. For the 

cellular cytotoxicity assay, we used real-time PCR to quantify microRNA expression. 

RESULTS: After 24h of doxorubicin administration in HiPSC-vCMs, we verified the 

modulation of the expression of 12 miRNAs (92%), related to cellular dysfunction in vitro. 

FBM was performed before DOX administration, the expression of 9 miRNAs (69%) was 

modulated by irradiation. CONCLUSION: The results indicated that doxorubicin was 

capable of altering the expression of microRNAs, related to cellular dysfunction, in 

cardiomyocytes derived from stem cells. However, when these cells were subjected to 

photobiomodulation, a significant reduction in the deleterious effect of doxorubicin was 

observed in most experimental assays. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Photobiomodulation, ventricular cardiomyocytes, pluripotent stem cells, 

miRNAs, cardiotoxicity. 
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1 CONTEXTUALIZAÇÃO 

1.1  Introdução 

Em 2009, a Sociedade Internacional de Cardio-Oncologia foi fundada com 

o objetivo de unir os campos da Cardiologia e da Oncologia. Seu propósito é 

promover cuidados adequados para pacientes com câncer, focando no 

diagnóstico precoce e no manejo eficaz das doenças cardiovasculares em 

pacientes já diagnosticados com câncer ou em progressão da doença1,2. A 

cardio-oncologia abrange diversas áreas, incluindo imagem cardíaca, como 

eletrocardiograma, ecocardiografia, ressonância cardíaca, entre outros métodos. 

Além disso, envolve a medicina integrada, que compreende a onco-hematologia, 

cirurgia cardíaca, genética, endocrinologia e biomarcadores. A abordagem 

multidisciplinar que  é essencial, reunindo profissionais de diversas áreas da 

saúde, como nutrição, enfermagem e serviço social1. A cardio-oncologia se 

dedica ainda ao estudo da cardiotoxicidade causada pelo uso de fármacos 

antineoplásicos, que pode se manifestar através de condições como hipertensão 

arterial, doença coronária, tromboembolismo, arritmia cardíaca, insuficiência 

cardíaca, doenças do pericárdio e doença valvar1,2. 

A Cardio-Oncologia é essencial devido às altas taxas de mortalidade 

associadas ao câncer e às doenças cardiovasculares 1,2,3. Em 2018, o câncer foi 

responsável por 9,6 milhões de mortes em todo o mundo, com projeções de 704 

mil novos casos entre 2023 e 20253. Paralelamente, as doenças 

cardiovasculares causaram 17 milhões de óbitos nas últimas décadas 

mundialmente4. No Brasil, as doenças cardiovasculares representam 6,3% da 

taxa de mortalidade quando consideradas todas as causas de óbito em hospitais 
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6,7. A integração dessas áreas é crucial para enfrentar de forma eficaz esses 

desafios de saúde pública. 

A cardiotoxicidade é um efeito adverso amplamente reconhecido no 

tratamento antineoplásico, associado à terapia do câncer e com potenciais 

repercussões graves a longo prazo2,10 . Em resumo, o tratamento oncológico 

pode expor o paciente a fatores de risco cardiovasculares, principalmente devido 

à utilização de antraciclinas como a Doxorrubicina11. As antraciclinas são 

quinonas antitumorais extraídas do Streptomyces peucetius. Sua estrutura 

tetracíclica facilita a entrada nas células cardíacas por difusão passiva, 

resultando em estresse oxidativo e disfunção mitocondrial10. Além disso, seu 

metabolito secundário, doxorrubicinol, interfere na homeostase de cálcio e ferro, 

também contribuindo para o estresse oxidativo10. 

As células-tronco humanas pluripotentes induzidas (iPSCs) são derivadas 

de células somáticas e possuem a capacidade de crescer indefinidamente in 

vitro, mantendo seu potencial de diferenciação em diversos tipos celulares14. As 

células-tronco embrionárias são coletadas da massa interna do embrião entre 5 

e 7 dias de desenvolvimento e são cultivadas para se diferenciar em vários tipos 

celulares, como células neurais, epiteliais e musculares esqueléticas14. As 

iPSCs, por sua vez, são obtidas a partir de células adultas, que são cultivadas 

com fatores de reprogramação14. Esses fatores possibilitam que, em algumas 

semanas, as células se transformem em células pluripotentes capazes de se 

diferenciar em vários tipos celulares, como células musculares cardíacas, 

sanguíneas e intestinais14. 

A FBM utilizando laser de baixa intensidade ou diodo emissor de luz, tem 

sido explorado como uma fonte terapêutica para efeitos em tecidos biológicos, 
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devido seus diversos benefícios15. A irradiação da luz no fotorreceptor 

desencadeia a produção de oxigênio e uma série de respostas celulares que 

culminam na modulação da função celular, reparo de células comprometidas e 

proliferação celular. Isso resulta em uma resposta aprimorada nos processos de 

cicatrização, inflamação e fotoproteção16. 

MiRNAs ou MicroRNAs são moléculas essenciais no controle regulatório 

da expressão genética das células animais e vegetais12. Os MicroRNAs são 

sintetizados partindo de determinadas sequências de DNA, e funcionam como 

interruptores moleculares ligando-se a moléculas de MicroRNA para bloquear 

sua tradução em proteínas13. Dessa forma, os MicroRNA regulam a quantidade 

de proteínas produzidas pelas células, desencadeando uma variedade de 

processos biológicos, como crescimento, desenvolvimento e resposta a 

estímulos ambientais13. Problemas em sua regulação podem estar associadas a 

várias doenças, como câncer, distúrbios metabólicos e doenças 

cardiovasculares13.  

O presente trabalho consistiu em um estudo experimental in vitro que 

investigou os efeitos do pré-condicionamento com fotobiomodulação, seguido 

pela exposição à doxorrubicina. Os instrumentos de pesquisa utilizados foram 

cardiomiócitos ventriculares humanos derivados de células-tronco pluripotentes 

(hiPSC-vCMs). O  objetivo do estudo foi  de analisar o perfil de expressão de 

miRNAs em cardiomiócitos submetidos ao pré-condicionamento por 

fotobiomodulação e expostos à doxorrubicina, especificamente, buscamos 

analilisar  a viabilidade celular da doxorrubicina nos grupos DOX e FBM + DOX, 

além de investigar a expressão de 13 miRNAs associados à cardiotoxicidade. 
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Os miRNAs investigados foram: miR-1, miR-9, miR-10a, miR-10b, miR-21, miR-

34a, miR-130a, miR-133, miR-134, miR-153, miR-208, miR-335 e miR-499. 

1.2 Cardio-Oncologia 

Em 2009 foi instituída a Sociedade Internacional de Cardio-Oncologia 

com o propósito de reunir os campos da cardiologia e a oncologia, visando 

promover o cuidado apropriado para pacientes oncológicos1. Cardio-oncologia é 

o ramo da medicina dedicado ao diagnóstico precoce e manejo adequado das 

doenças cardiovasculares (DCV) em pacientes já diagnosticados com câncer ou 

em progressão da doença2. O propósito essencial dessa união é facilitar a 

prevenção, diagnóstico e tratamento eficaz de doenças cardiovasculares nos 

pacientes com câncer, garantindo que estejam preparados para receber o 

tratamento adequado1. 

Com base nos dados da Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS), 

o câncer foi responsável pela morte de 1,2 milhão de pessoas em 2008, com 

45% dos casos ocorridos na América Latina e no Caribe3. Em 2018, o número 

de mortes por câncer atingiu 9,6 milhões globalmente, aproximadamente 70% 

das mortes por câncer foram registrados em países de baixa e média renda3. 

Estudos apontam para uma projeção alarmante, prevendo-se que a mortalidade 

por câncer aumente para 2,1 milhões até 20303. No Brasil, de acordo com dados 

do Instituto Nacional de Câncer (INCA), a uma projeção preocupante para o 

período de 2023 a 2025, com a estimativa de 704 mil novos casos de câncer. 

Esse cenário representa um desafio para a saúde pública5. 

A doença cardiovascular também é uma preocupação, representando 

uma parcela significativa de todas as causas de morte em hospitais brasileiros. 
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De acordo com as informações da Organização Mundial da Saúde (OMS), a 

doença cardiovascular (DCV) foi responsável pela mortalidade de 17 milhões de 

pessoas nas últimas décadas,6, 7. No Brasil, quando analisadas todas as causas 

de óbito em hospitais, representa uma taxa de mortalidade de 6,3%6, 7. Os dados 

previamente apresentados sobre doenças oncológicas e cardiovasculares 

suscitam grande preocupação para as políticas públicas, dada a sua 

complexidade. Segundo estudos, os pacientes com câncer estão mais 

propensos a desenvolver doenças cardiovasculares, principalmente devido às 

complicações decorrentes do tratamento, que apresentam alto risco de 

toxicidade cardiovascular14. A cardio-oncologia se faz importante, visto que a 

sinergia entre as áreas tem desempenhado um papel fundamental na 

minimização dos efeitos colaterais cardiovasculares em  pacientes em 

tratamento oncológico14.  

A Diretriz Brasileira de Cardio-oncologia enfatiza a importância do cuidado 

multidisciplinar durante e após o tratamento oncológico, com objetivo de diminuir 

as complicações cardiovasculares dos pacientes2. A Sociedade Brasileira de 

Cardiologia (SBC) e a Sociedade Brasileira de Oncologia Clínica (SBOC), com 

o propósito de atualizar o conhecimento e fomentar a aplicação da abordagem 

racional e sistemática das complicações cardiovasculares em pacientes 

diagnosticados com câncer, reuniram um grupo de especialistas para promover 

o desenvolvimento de um protocolo para cuidados multidisciplinares, de acordo 

com a  Figura 1:   
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Figura 1- Fronteiras da Cardio-Oncologia da atualidade. Cardiotoxicidade: hipertensão arterial, doença 

coronária, tromboembolismo, arritmia cardíaca, insuficiência cardíaca, doenças do pericárdio e doença 

valvar. abordagem multidisciplinar, nutrição, enfermagem, serviço social, fisioterapia, fonoaudiologia, 

terapia ocupacional, farmácia, educação física, odontologia e psicologia. imagem cardíaca: 

eletrocardiograma, ecocardiografia, ressonância cardíaca, angiotomografia cardiovascular, holter. 

medicina nuclear. medicina integrada: onco-hematologia, cirurgia cardíaca, genética, endocrinologia, 

fisiatria, medicina intensiva, geriatria e biomarcadores. fonte: diretriz brasileira de cardio-oncologia, (2020). 
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1.3 Cardiotoxidade no tratamento antineoplásico  

A cardiotoxicidade é um efeito adverso amplamente reconhecido que está 

associado à terapia do câncer, com potenciais repercussões graves a longo 

prazo. Sua incidência tem aumentado devido ao crescimento da sobrevida dos 

pacientes com câncer2, 15 A Figura 2 demonstra os fatores que predispoem o 

paciente oncológico a sofrer complicações que levam à cardiotoxicidade2. 

Nos últimos vinte anos as definições de cardiotoxicidade em ensaios 

clínicos de oncologia têm se baseado principalmente nas medidas da fração de 

ejeção do ventrículo esquerdo (FEVE)14. O Instituto Nacional de Saúde (NIH) 

define a cardiotoxicidade em três graus, conforme a Tabela 1: 

   Tabela 1- Grau e definição. Fonte: Elaborado pelo autor. 

Grau Definição 

I Redução assintomática da FEVE entre 10% e 20%. 

II Redução da FEVE abaixo de 20% ou abaixo do nível considerado normal. 

III Presença de insuficiência cardíaca sintomática. 

Figura 2 - Fatores de risco presentes no paciente com câncer que predispõem a cardiotoxicidade. Peptídeo 

natriurético tipo B; FEVE: fração de ejeção do ventrículo esquerdo; HVE: hipertrofia ventricular esquerda; FA: 

fibrilação atrial; NT-proBNP: fragmento N-terminal do peptídeo natriurético tipo B; VE: ventrículo esquerdo. Fonte: 

Diretriz Brasileira de Cardio-oncologia, (2020). 
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Os avanços no tratamento oncológico têm levado a uma maior exposição 

dos pacientes a fatores de risco cardiovasculares, bem como à quimioterapia, 

que pode apresentar potencial de cardiotoxicidade15, 16. A toxicidade cardíaca 

em pacientes submetidos a terapias com antraciclinas pode surgir de forma 

súbita ou prolongada17. A cardiotoxicidade aguda se apresenta durante a 

aplicação das antraciclinas ou logo após a infusão, geralmente incluindo sinais 

como dilatação dos vasos sanguíneos, pressão arterial baixa e problemas 

cardíacos temporários20. De modo geral, esse tipo de dano cardíaco não requer 

a interrupção dos regimes de tratamento quimioterápico antitumoral21. 

A cardiotoxicidade pode ser aguda ou crônica. A aguda se caracteriza por 

mudanças repentinas na repolarização ventricular, variações no intervalo Q-T, 

arritmias e síndromes coronárias, observadas até 14 dias após o término do 

tratamento14. A crônica, subdividida em dois tipos conforme o momento de início 

dos sintomas clínicos, pode resultar em disfunção ventricular, insuficiência 

cardíaca congestiva e até mesmo óbito cardiovascular13. 

Na década de setenta, foi identificado que o uso da quimioterapia com 

antraciclinas estava associado à cardiotoxicidade, uma vez que esses agentes 

estavam relacionados ao surgimento de insuficiência cardíaca, possivelmente 

irreversível1,2.As antraciclinas representam uma categoria de quinonas 

antitumorais extraídas do Streptomyces peucetius. Doxorrubicina, 

daunorrubicina, epirrubicina, mitoxantrona e idarrubicina são os agentes 

quimioterápicos mais frequentemente empregados desta categoria na terapia 

farmacológica do câncer21. 

O estudo de Simunek et al.21, identificou as quatro formas de manifestações da 

cardiotoxicidade induzida por antraciclinas. Essas formas incluem 



 
 

23 
 

cardiotoxicidade aguda: ocorre durante a administração do fármaco ou 

imediatamente após, manifestando-se por vasodilatação, hipotensão e distúrbios 

do ritmo cardíaco. Subcrônica: ocorre entre 1 a 3 dias após a infusão, com sinais 

como a síndrome de pericardite-miocardite22, 23. Crônica precoce: semanas ou 

meses após o tratamento, caracterizada por cardiomiopatia dilatada com 

consequente disfunção contrátil do ventrículo esquerdo. Crônica de início tardio: 

décadas após a conclusão do tratamento oncológico, apresentando disfunções 

cardíacas22. 

A cardiotoxicidade crônica convencional, por sua vez, geralmente se manifesta 

tardiamente durante o tratamento ou algumas semanas a meses após a 

conclusão da quimioterapia. Essa forma de cardiotoxicidade é marcada pelo 

surgimento de cardiomiopatia dilatada, seguida por disfunção ventricular contrátil 

e insuficiência cardíaca congestiva (ICC)19,20. As alterações histopatológicas 

frequentemente observadas compreendem ampliação do retículo 

sarcoplasmático dos miócitos cardíacos, formação de vacúolos no citoplasma, 

variações nas mitocôndrias, desorganização e redução de miofibrilas21, 22, 23. 

A cardiotoxicidade causada pelas antraciclinas é complexa e não 

completamente compreendida. Pode resultar de vários processos, incluindo 

estresse oxidativo, interação com o DNA, desequilíbrio de cálcio celular, acúmulo 

de ferro, danos mitocondriais, mudanças celulares e ativação imunológica24.  
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A Figura 3 demostra a ação  da doxurruibina ao entrar na células do 

coração: 

 

Segundo a literatura as quinonas são altamente oxidantes e podem ser 

reduzidas em ambientes com baixo oxigênio, como células cancerosas. Sua 

forma semiquinona, gera espécies reativas de oxigênio, como ânion superóxido 

e peróxido de hidrogênio, ao entrar em contato com o oxigênio molecular25. 

Figura 3- Estrutura química da doxorrubicina (dox, c27h29no11 hcl) e mecanismos de ação 

cardiotóxicos. A doxorrubicina possui uma estrutura tetracíclica com um grupamento carbonila que entra 

nos cardiomiócitos por difusão passiva. Sua redução gera radicais semiquinona, levando ao estresse 

oxidativo e disfunção mitocondrial. Além disso, a redução do grupamento carbonila forma o metabólito 

doxorrubicinol, que interfere na homeostase de cálcio e ferro, contribuindo para o estresse oxidativo. 

Fonte: Boussada, Marwa. (2020)10. 



 
 

25 
 

Doxorrubicina (DOX) ou Adriamicina (C27H29NO11) é um medicamento 

quimioterápico citotóxico, sua formação constitui-se de um anel tetracíclico com 

o grupo quinona/hidroquinona e o grupo amino açúcar titulado como 

daunosamina26.  A Figura 4 esquematiza a estrutura molecular do fármaco: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A DOX foi encontrada na década de 1950, sendo um pigmento vermelho 

brilhante, produzido pela bactéria Streptomyces peucetius26,28,29. A 

Doxorrubicina foi validada para tratamento clínico nos Estados Unidos em 1974 

30 em razão da sua atividade antineoplásica que, resumidamente, tem  ação junto 

ao ácido desoxirribonucleico (DNA), bloqueando o topoisomerase II, impedindo 

a polimerase, inserindo-se entre os pares de base do DNA e impossibilitando a 

biogênese de macromoléculas, ocasionando-se a morte celular programada 

(apoptose), assim causando a formação de radicais livres no tempo de sua 

metabolização26,30, por esse motivo a DOX é frequentemente utilizada no 

tratamento de neoplasia maligna, principalmente na terapêutica de leucemias, 

linfomas e tumores sólidos, visando reduzir a velocidade ou interromper o 

crescimento das células cancerosas29,31.  

Figura 4- Estrutura molecular da doxorrubicina. Fonte: Silva, (2013)27. 
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A doxorrubicina é indicada para o  tratamento de carcinomas de cabeça e 

pescoço, tireoide, pulmão, mama, estômago, pâncreas, fígado, bexiga, próstata, 

leucemias, linfomas, mieloma múltiplo, sarcomas ósseos e extraósseos, 

mesoteliomas, tumores de células germinativas de ovário ou testículo, e também 

neuroblastoma. 

“Desde 1976, a administração de adriamicina juntamente com 
ciclofosfamida, vincristina e prednisona (CHOP, ciclofosfamida, 
hidroxildaunomicina [Doxorrubicina], oncovin [vincristina], prednisona) 
tem sido a combinação quimioterápica mais utilizada no tratamento de 

linfomas não-Hodgkin”34.  
 

Atualmente, a Doxorrubicina está na lista de medicamentos essenciais da 

Organização Mundial de Saúde (OMS), devido a sua eficácia ser claramente 

comprovada pela sociedade cientifica, porém, um dos principais efeitos 

colaterais é a toxicidade cardíaca, trazendo grande preocupação com o seu 

uso26,29,34. Estudos comprovaram que o receio da toxicidade cardíaca como 

efeito colateral no uso da DOX é uma das principais razões para que muitos 

pacientes não recebam a dose adequada ao tratamento26,33. O trabalho de 

revisão sistemática e metanálise, evidenciou que o tratamento com 

Doxorrubicina comparado com outros quimioterápicos distintos, aumentou o 

risco de morte por causas cardíacas33, e outros estudos mostraram que 

pacientes que utilizaram   a administração acima de 550 mg/m2, apresentaram 

miocardiopatia dilatada, definida pela dilatação do ventrículo biventricular35,36,37 . 

Dois trabalhos demostraram que o mecanismo de toxicidade da DOX é 
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multifatorial e está relacionado com eventos cardiomiócitos negativos, sendo 

eles a lesão do DNA, modificação do metabolismo do cálcio e diminuição na 

geração de energia37,38.  “Mas se destaca o estresse oxidativo como um 

denominador comum de todos os mecanismos”26. Pesquisas comprovaram que 

o principal efeito colateral é causado por uma lesão oxidativa nos cardiomiócitos, 

que é a célula muscular cardíaca, ou seja, impacta diretamente nas funções 

elétrica e contrátil do coração, ocasionando em um quadro de insuficiência 

cardíaca26,28,38. 

É amplamente reconhecido grupo com maiores riscos de desenvolver 

complicações cardíacas, como hipotensão, modificações no ritmo e 

vasodilatação, após o tratamento com DOX, são pacientes idosos com 

hipertensão, diabete e enfermos com doença cardíaca preexistente39,40,41. 

Vários procedimentos são utilizados para evitar ou minimizar a 

cardiotoxicidade ocasionada pela DOX, através de agentes protetores e o uso 

de antioxidantes42, 43, 44. 
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1.4 Morfologia celular do tecido cardíaco e características dos 

cardiomiócitos 

A composição celular do coração é complexa e compreende células 

musculares cardíacas (CMs), fibroblastos e células endoteliais45, a Figura 5 

ilustra as células cardíacas nas diferentes camadas do coração: 

Figura 5 - Estrutura cardíaca. A estrutura endocárdica- pericárdica é delineada, com os principais 

componentes celulares e extracelulares. Fonte: Adaptado de Montero et al., (2020)45. 

Notáveis são as alterações no desenvolvimento pós-natal dos 

cardiomiócitos. Essas células saem do ciclo celular, muitas vezes passando por 

uma etapa adicional de síntese de DNA sem que ocorra a divisão celular, 

resultando na formação de núcleos tetraploides consideráveis em humanos. Em 

seguida, os cardiomiócitos passam por um crescimento significativo, 

aumentando de tamanho de 10 a 20 vezes (hipertrofia)46. 

Durante a lactação, os cardiomiócitos passam a utilizar a oxidação dos 

ácidos graxos como principal fonte de ATP, com as mitocôndrias ocupando cerca 

de 30% do volume celular. O crescimento celular resulta principalmente da 
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ampliação do sistema contrátil, caracterizado por miofibrilas alinhadas e 

sarcômeros organizados47.  

A configuração dos canais iônicos no sarcolema sofre reconfiguração, 

levando à perda da automaticidade em todas as áreas, exceto em locais 

especializados de marca-passo, como os nódulos sinoatrial e atrioventricular 48. 

Células imaturas desenvolvem invaginações profundas, conhecidas como 

cavéolas, em direção ao núcleo da célula durante a maturação, originando os 

túbulos T responsáveis por transmitir estímulos de excitação ao aparato contrátil. 

As junções intercelulares, inicialmente circunferenciais, passam por 

remodelação para se tornarem junções eletromecânicas especializadas na 

extremidade longitudinal da célula, conhecidas como discos intercalados 48. 

O cardiomiócito adulto é grande e tem forma de bastonete, medindo cerca 

de 150μm de comprimento, 20μm de largura e 15μm de espessura, com um 

volume de aproximadamente 40.000 μm3. Já as hPSC-CMs cultivadas 

inicialmente são pequenas e circulares, com diâmetros entre 5 a 10 μm e 

espessura de cerca de 5 μm durante as contrações. Com o tempo em cultura, 

elas se alongam para uma forma oblonga, com aproximadamente 30 μm de 

comprimento, 10 μm de largura e um volume de cerca de 2.000 μm3 depois de 

um período de semeadura  prolongada48. 

A morfologia dos cardiomiócitos adultos realizam um papel vital, não 

apenas na estrutura física da célula, mas também na regulação direta de outras 

propriedades funcionais essenciais, como a eletrofisiologia e a capacidade 

contrátil49. Um caso evidente é a capacitância da membrana, que está 

intimamente ligada à área da superfície celular. Isso implica que os 
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cardiomiócitos de menor tamanho apresentam uma menor velocidade de 

propagação de impulsos e uma reduzida velocidade máxima de subida do 

potencial de ação em comparação com células maiores48.  

O formato alongado e anisotrópico das fibras musculares cardíacas 

permite uma eficiente capacidade contrátil devido à presença de miofibrilas 

longas com sarcômeros alinhados lateralmente48. Cardiomiócitos menores têm 

menor velocidade de propagação de impulsos e capacidade de aumento do 

potencial de ação em comparação com células maiores, devido à sua área de 

superfície reduzida. O formato alongado e anisotrópico dos cardiomiócitos 

adultos, com miofibrilas longas e sarcômeros alinhados de forma paralela, 

garante eficiente capacidade contrátil no músculo cardíaco49. 

Os cardiomiócitos derivados de células-tronco pluripotentes humanas 

(hPSC-CMs) são úteis em pesquisas sobre doenças cardíacas e avanços 

médicos. Estão sendo cada vez mais utilizados em estudos clínicos para avaliar 

terapias de regeneração cardíaca48,50. 

As células musculares cardíacas derivadas de células-tronco 

pluripotentes humanas (hPSC-CMs) compartilham muitas características com as 

células musculares cardíacas humanas primárias, como expressão de canais 

iônicos, estrutura de sarcômero, proteínas reguladoras de cálcio, função 

contrátil, transientes de cálcio e mecanismo de acoplamento excitação-

contração (ECC)51. No entanto, sua utilidade é limitada devido à sua semelhança 

com as células musculares cardíacas humanas imaturas encontradas em 

estágios embrionários ou fetais, diferindo em termos de estrutura e função das 

células musculares cardíacas humanas maduras, o que restringe sua aplicação 

clínica52. 
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1.5 MicroRNA: Fatores Reguladores do Coração 

Os microRNA (miRNA) são moléculas essenciais no controle regulatório 

da expressão genética das células animais e vegetais13. O lin-4 (do inglês 

lineage-deficient-4) foi o primeiro miRNA encontrado, em 1993, despertando o 

interesse para pesquisas futuras sobre esse achado54,56,57. Recentemente, foram 

identificados mais de 18 mil miRNAs diferentes, em 168 espécies cadastradas 

no banco de dados miRBase (www.mirbase.org)13,58 dentre eles, cerca de 1.000 

miRNAs em humanos54. A FIGURA 6 mostra o mecanismo de regulação da 

tradução realizadas pelos miRNAs: 

Os miRNAs, através de uma complexa via metabólica, que começa no 

núcleo e termina no citoplasma celular, podem alterar positivamente ou 

negativamente o papel de regulação da expressão genética13,59,60. Os miRNAS 

Figura 6- Mecanismo de regulação da tradução realizada pelos miRNAs. O miRNA liga-se ao RNAm alvo, 

bloqueando a produção da proteína e suas funções. Essa inibição ocorre pela complementariedade de bases, 

resultando na destruição do RNAm ou no bloqueio da tradução. Adaptado de Szu H (2017)62. 
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conseguem atingir o segmento de uma molécula de DNA, interferindo no 

genótipo54, 61, 62. 

As moléculas de miRNAs são pequenas e constituídas de ácido 

ribonucleico (RNA), que não codificam proteínas, têm entre 17 e 25 nucleotídeos 

e regulam a expressão gênica de maneira pós-transcricional63. MiRNAs são 

moléculas pequenas de RNA não codificantes, que controlam moléculas de RNA 

mensageiro alvo (mRNA), inibindo sua tradução ou ativando sua degradação64. 

Um transcrito primário mais longo, os pri-miRNAs, é clivado por Drosha, uma 

enzima de restrição que produz uma molécula estruturada em haste curta, o pré-

miRNA104, 106. Em sequência, a exportina-5 envia está molécula para o núcleo, 

onde é processada pela enzima nuclease denominada Dicer, que clivam 

moléculas de RNA dupla fita, para formar o miRNA maduro65,66,67. No citoplasma, 

o miRNA torna-se parte da complexa via de silenciamento induzido por RNA, em 

associação com a família de proteínas Argonaute, assim, esse complexo é 

integrado na região 3′ não traduzida (3' UTR) do mRNA alvo103, inibindo sua 

tradução ou provocando sua degradação68,69. 
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 A Figura 7 demostra a  Biogênese do microRN  

A ligação dos miRNAs, no controle regulatório da expressão gênica, 

conseguem provocar o desenvolvimento de diversas doenças, entre elas as 

doenças cardiovasculares e oncológicas60, 73, 74, 75, . Sabe-se que alguns miRNAs 

encontram-se expressos no coração76,77 e o papel biológico dos miRNAs no 

sistema cardiovascular de mamíferos é importante, pois diversos estudos têm 

comprovado que os miRNAs estão envolvidos no desenvolvimento cardíaco 

embrionário e na doença cardiovascular, especificamente fibrose cardíaca e 

arritmia60,71,72.  

Figura 7- Biogênese de microRNA. Diagrama esquemático de síntese e processamento de mirnas. O 

gene do miRNA é transcrito em um pri-miRNA sob a mediação da RNA polimerase II/III e depois cortado 

no pri-miRNA por DROSHA; posteriormente, o pré-miRNA é transportado pela exportina-5 para o 

citoplasma e clivado pela endonuclease DICER; então, sob a ação da helicase, formam-se duas fitas 

simples, uma das quais forma RISC com AGO e a outra é degradada. Fonte: Biomoléculas, (2023)70. 
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As alterações nos padrões de expressão de miRNAs estão associadas a 

vários processos que desempenham um papel crucial na tumorigênese. Os 

miRNAs frequentemente se encontram desregulados em uma ampla gama de 

malignidades sólidas e hematológicas73. Em outras palavras, essa desregulação 

na expressão gênica induz danos biológicos e funcionais às células 73,74,75. 

Em 1997, ao ser  realizada pesquisas com objetivo de identificar novos 

membros da superfamília TGF-β (Growth Differentiation Factor Beta), a qual  tem 

um papel relevante no desenvolvimento celular, proliferação, diferenciação, 

adesão, migração e apoptose78, foi encontrado uma proteína que realiza o 

crescimento de músculos esqueléticos, no período de desenvolvimento 

embrionário e na vida adulta, essa proteína ficou conhecida como Miostatina, 

chamada também de GDF8, que significa fator de crescimento e diferenciação-

879,80 que, diferente das outras proteínas da superfamília TGF-β, está expressa, 

em grande parte, na musculatura esquelética81. O gene da miostatina é transcrito 

como o mRNA que codifica um precursor de 37582. 

Os lisossomos controlam a eliminação de resíduos celulares e contêm 

enzimas hidrolíticas, desempenhando um papel na reparação celular, 

sinalização e autofagia lisossomal. No cérebro em desenvolvimento, a atividade 

dos lisossomos é considerada uma defesa contra neurotoxicidade e estresse 

oxidativo83. Os peroxissomos modulam o estresse oxidativo, controlam a beta-

oxidação de ácidos graxos e a síntese de lipídios84. Essas organelas controlam 

o equilíbrio redox das células, gerando e removendo radicais livres. Os genes 

Pex, que codificam proteínas da membrana peroxissomal, controlam a produção 

de peroxissomo em resposta ao estresse oxidativo84. Esses genes, que guiam 

proteínas da matriz dentro da estrutura, regulam a montagem de peroxissomos. 
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Além disso, a regulação positiva da biogênese dos peroxissomos tem sido 

recentemente estudado como uma opção terapêutica84.  

Rho ou ROCK (do inglês, Rho associated protein kinases), são proteínas 

quinase expressas no tecido muscular, coração e cérebro, que compõem 

instrumentos essenciais no movimento de sinalização e transdução celular85. 

Resumidamente, a ROCK atua na adesão, migração, proliferação, apoptose e 

expressão genética das células, possuindo um papel importante para funções 

biológicas celular86, 87. Resumidamente, a ROCK atua na adesão, migração, 

proliferação, apoptose e expressão genética das células, possuindo um papel 

importante para funções biológicas celular86,87. A expressão genética cardíaca é 

realizada mediante regulação transcricional, que se ligam às suas cadeias de 

aprimoramento regulatório, para ocorrer a ativação da expressão genética, no 

qual os genes são controlados por diversos intensificadores, como os microRNA, 

que podem modificar os padrões característicos do coração92. Diversos estudos 

demostraram a ligação de doenças cardiovasculares com a desregulação da 

atividade na via de sinalização ROCK93. 

As alterações no padrão de expressão de miRNAs estão associadas com 

vários processos fisiológicos e biológicos, isto significa que a desregulação da 

expressão gênica promove danos biológicos e funcionais para as células53, 94, 60. 

Estima-se que cerca de um terço do genoma humano seja regulado por 

miRNA95. 
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1.6 Fotobiomodulação (FBM) 

A laserterapia ou fotobiomodulação (FBM) tem sido amplamente utilizada 

em muitas situações clínicas para acelerar processos generativos de tecidos, 

tendo em vista seu efeito estimulador sobre a proliferação de vários tipos de 

células como fibroblastos, células endoteliais, células neoplásicas e 

osteoblastos96, 97. As baixas densidades de energia e os comprimentos de onda 

utilizados no LBI são capazes de penetrar facilmente para os tecidos e células. 

Dependendo do comprimento da onda, sua dosagem e condição do tecido, pode 

produzir um efeito anti-inflamatório local, reduzindo a dor e aumento a 

proliferação celular98,99. Assim, ao atuar em nível celular, pode provocar 

modificações bioquímicas, bioelétricas e bioenergéticas, promovendo aumento 

do metabolismo, proliferação e maturação celular, quantidade de tecido de 

granulação e na diminuição dos mediadores inflamatórios, induzindo o processo 

de cicatrização98,100.  

A FBM utilizando laser de baixa intensidade ou diodo emissor de luz (LED) 

tem sido explorado como uma fonte terapêutica para efeitos em tecidos 

biológicos101. A luz interage de maneira diferente com os tecidos e moléculas 

biológicas, incluindo água, oxiemoglobina (HbO2), desoxiemoglobina (Hb), 

mioglobina, melanina, citocromos e flavinas, através de processos de absorção, 

espalhamento e reflexão102. 

FBM uma técnica de baixo risco, não invasiva e não térmica amplamente 

empregada por especialistas da saúde para o tratamento de várias condições na 

medicina regenerativa103,104. 

Conforme Silva et al. mencionaram104, uma célula possui um ponto de  
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sobrevivência determinado pelo tecido onde está inserida e por seu 

estado fisiológico. Quando a terapia de Fotobiomodulação (FBM) é aplicada 

dentro dessa faixa, a célula recebe uma energia de baixa intensidade que 

estimula sua membrana e suas mitocôndrias, resultando em biomodulação104. 

Nesse contexto, a célula tende a procurar uma condição normalizada na área 

afetada, conforme evidenciado por Ferraresi et al. (2015)105. A sobrevivência 

celular é influenciada pelo limiar determinado pelo tecido onde se encontra e pelo 

seu estado fisiológico 106. Ao ser conduzida respeitando um limite específico, a 

terapia de FBM expõe a célula a uma intensidade reduzida de energia, 

estimulando sua membrana e mitocôndrias, resultando em biomodulação. Esse 

processo resulta na busca da célula por um estado de normalização na área 

afetada105. Mirsky e colaboradores notaram que a aplicação do FBM na região 

infartada mostrou associação com a neogênese vascular. Esse aumento na 

formação de novos vasos tem sido relacionado ao fornecimento de fatores de 

crescimento angiogênicos ao coração, incluindo o fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF)106. Além disso, o VEGF pode agir no endotélio para induzir a 

síntese de óxido nítrico (NO). Ambos NO e membros induzidos de NOS (iNOS) 

têm um papel cardioprotetor no remodelamento cardíaco. Inflamação e 

modulação do estresse oxidativo são levantadas como mecanismos adicionais 

do efeito cardioprotetor da FBM106. 

Os comprimentos de onda mais comuns para aplicações incluem o visível 

(660 nm) e aqueles próximos ao infravermelho (810 nm e 940 nm). Menos 

utilizados são os do infravermelho médio (1.040 nm, 2.940 nm, 9.400 nm) e 

infravermelho longo (10.400 nm))105. Esse espectro de comprimentos de onda é 

fundamental para a Fotobiomodulação (FBM) na prática clínica, uma técnica que 



 
 

38 
 

utiliza luz para modular processos biológicos no corpo. O estudo de Arany103 

discute esse tema, demonstrando a diversidade de aplicações da FBM. A 

utilização de luz em várias faixas de comprimento de onda é comum na prática 

clínica, evidenciando a ampla adoção da Fotobiomodulação como uma 

abordagem terapêutica em tratamentos médicos103. 

Diversos tipos de radiação eletromagnética exercem efeitos distintos 

sobre as células e tecidos biológicos. A luz vermelha/NIR (infravermelho 

próximo) constitui uma forma de radiação que tem sido crescentemente 

investigada quanto aos seus impactos na biologia celular e molecular. A Figura 

6 exemplifica os mecanismos da FBM nos níveis celular e molecular107.  

Figura 8- Mecanismos subjacentes à fotobiomodulação nos níveis celular e molecular. A luz em 

600-850nm é absorvida pela cadeia mitocondrial de transferência de elétrons e leva à regulação 

positiva da capacidade respiratória neuronal. A luz infravermelha próxima na faixa de 900-1100nm 

é absorvida por aglomerados de água estruturados formados em canais iônicos. Fonte: adaptado 

de Salehpour et al., (2018)107. 
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A luz vermelha/NIR constitui uma forma de radiação, mais precisamente 

no espectro do infravermelho próximo106. Essa radiação tem a capacidade de 

estimular o complexo IV da cadeia respiratória mitocondrial, também conhecido 

como citocromo c oxidase. Esse estímulo resulta em um aumento na síntese de 

Trifosfato de Adenosina (ATP) 105. A absorção de luz pelos canais iônicos pode 

resultar na liberação de Ca2+ e ativar fatores de transcrição e expressão gênica. 

Estudos indicam potencial terapêutico desses efeitos em diversas condições 

clínicas, como feridas crônicas, lesões musculares e dor crônica105. Conforme 

demostrada na Figura 7: 

 

 

Figura 9- Efeitos fisiológicos e clínicos da terapia a laser. Epiderme: Redução da inflamação e edema, com 

aumento de neutrófilos e linfócitos que aceleram a cicatrização; Derme: Angiogênese e neovascularização, 

melhorando a oxigenação do tecido e promovendo a regeneração nervosa. Tecido adiposo: Aumenta a 

produção de colágeno, o que melhora a elasticidade e reduz cicatrizes. Músculos: regeneração e diminuição 

da atrofia muscular, com ativação de células satélites. Cartilagem: aumenta a produção de condrócitos e 

colágeno, melhorando a função articular. Osso: Maior formação óssea e proliferação de osteócitos, 

acelerando a reparação óssea. Fonte: Terapia Laser Bioflex https://bioflexclinic.com/laser-therapy/. 

https://bioflexclinic.com/laser-therapy/
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As pesquisas em animais e ensaios clínicos em seres humanos têm 

revelado os benefícios terapêuticos da terapia com Fotobiomodulação (FBM) 

106,107,108. Esta abordagem terapêutica demonstrou efeitos regenerativos, anti-

inflamatórios e analgésicos, além de promover o aumento da circulação 

sanguínea local, estimular o sistema linfático e aumentar a produção de 

colágeno106. A FBM também foi associada ao incremento da capacidade de 

multiplicação celular sem provocar danos moleculares significativos. Embora seu  

mecanismo preciso de ação ainda não esteja completamente esclarecido 109, 

sugere-se que a FBM influencie as vias de sinalização celular, possivelmente por 

meio da separação do óxido nítrico inibitório da enzima, resultando em melhorias 

no transporte de elétrons, potencial de membrana mitocondrial e produção de 

ATP. Além disso, especula-se que os canais iônicos sensíveis à luz possam ser 

ativados durante esse processo109. 

Recentemente, evidências apontaram que a fotobiomodulação é capaz de 

reverter a ativação de várias vias de transdução de sinal no miocárdio 110. O 

estudo do Feliciano et al. demonstrou-se que a fotobiomodulação também pode 

modificar os processos transcricionais e pós-transcricionais relacionados à 

fibrose cardíaca110. 

Em outro estudo foi destacado que houve uma eficácia da terapia com FBM em 

células cardíacas humanas, aumentando a produção de óxido nítrico e a 

sobrevivência celular em cardiomiócitos expostos à doxorrubicina106,108,111,112. 

Além disso, a Terapia com Laser de Baixa Intensidade (LLLT) mostra-se 

promissora no tratamento de doenças cardíacas, com efeitos antiinflamatórios, 

antioxidantes e pró-angiogênicos113. A LLLT também pode reverter o 

remodelamento ventricular pós-lesão miocárdica113. Mecanismos moleculares 
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sugerem que a exposição à luz laser desencadeia uma série de respostas 

celulares, incluindo aumento na produção de ATP e geração de espécies 

reativas de oxigênio. Em suma, a Fotobiomodulação (FBM) é uma consequência 

da interação entre fótons e fotoaceitadores, desencadeando uma cascata de 

eventos moleculares que oferecem potencial terapêutico em doenças 

cardiovasculares114. 

1.6 Justificativa e relevância da pesquisa 

O estudo da expressão de miRNAs em cardiomiócitos humanos derivados 

de células-tronco pluripotentes é crucial, especialmente após o pré-

condicionamento com fotobiomodulação e a exposição subsequente à 

doxorrubicina. A doxorrubicina, embora eficaz no tratamento do câncer, está 

ligada à toxicidade cardíaca, que pode levar a complicações graves, como 

cardiomiopatia e insuficiência cardíaca. Compreender as mudanças na 

expressão gênica pode fornecer insights sobre os mecanismos subjacentes à 

toxicidade cardíaca e ajudar no desenvolvimento de estratégias de proteção 

cardíaca durante o tratamento do câncer115,116,117,118 . Portanto, é essencial 

estudar os mecanismos moleculares associados à toxicidade a fim de mitigar os 

efeitos adversos do medicamento. 

A fotobiomodulação (FBM) na pesquisa é válida pelos resultados prévios 

que evidenciam o potencial terapêutico das terapias com luz laser de baixa 

intensidade na redução de danos cardíacos113 e desordens cardiovasculares 101. 

Estudar como a FBM pode afetar a expressão gênica em cardiomiócitos 

expostos à doxorrubicina fornece informações sobre a possível utilização dessa 

alternativa para prevenir os efeitos cardiotoxicos da doxorrubicina  
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O emprego de células-tronco pluripotentes humanas como modelo de 

estudo é muito importante, uma vez que tais células oferecem uma simulação 

mais fiel do coração humano em contraste com os modelos animais 

convencionais12,120,. Essa abordagem amplifica a importância dos resultados 

para aplicações clínicas futuras, viabilizando uma avaliação mais precisa dos 

mecanismos subjacentes à toxicidade cardíaca desencadeada pela 

doxorrubicina e à possível redução dessa toxicidade por meio da 

fotobiomodulação. 

A pesquisa visa identificar genes e vias específicas reguladas pela 

doxorrubicina, influenciadas pela fotobiomodulação. Essas descobertas podem 

fornecer conhecimentos valiosos para avançar terapias direcionadas e 

estratégias de intervenção mais precisas. Como resultado, podem ser 

desenvolvidos tratamentos mais eficazes e personalizados para pacientes com 

câncer, minimizando os riscos de toxicidade cardíaca. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

Análisar o perfil de expressão de miRNAs em Cardiomiócitos ventriculares 

derivados de células-tronco pluripotentes submetidos ao pré-condicionamento 

de Fotobiomodulação expostos à doxorrubicina. 

 

2.2 Específicos 

Em cardiomiócitos ventriculares obtidos a partir de células-tronco 

pluripotentes e expostos à doxorrubicina, realizamos a análise de: 

• Toxicidade celular da doxorrubicina nos grupos DOX e FBM + 

DOX; 

• Expressão de miRNAs: miR-1, miR-9,miR-10a e b, miR-21,miR-

34a, miR-130a, miR-133,miR-134, miR-153, miR-208, miR-335, 

miR-499. 
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3 MÉTODOS 

3.1 Desenho do estudo 

Estudo experimental in vitro conduzido com cardiomiócitos ventriculares 

humanos, derivados de células-tronco pluripotentes, previamente submetidos à 

pré-condicionamento com fotobiomodulação e posteriormente expostos à 

doxorrubicina. 

3.2 Linhagem celular 

Células de cardiomiócitos ventriculares humanos derivados de células-

tronco pluripotentes induzidas (hiPSC-vCMs) criopreservadas (PluriCardio) 

foram adquiridas da PluriCell Biotech (São Paulo, SP, Brasil). As células foram 

descongeladas e cultivadas de acordo com as instruções do fabricante.  

As células foram semeadas em placas revestidas com Geltrex (Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA) (250.000 células por poço em uma placa 

de microplacas de 6 poços) com 1 ml de Meio de plaqueamento de 

cardiomiócitos (Pluricell Biotech).  

Quarenta e oito horas após a semeadura, o meio foi substituído por meio 

de manutenção de cardiomiócitos (Pluricell Biotech), e os testes foram realizados 

24 horas após a semeadura. As células foram incubadas a 37°C em uma 

incubadora umidificada com 5% de CO2.  

foram incubadas a 37°C em uma incubadora umidificada com 5% de CO2.  

Vale ressaltar que as células utilizadas na pesquisa apresentam 

diferenças morfológicas quando comparadas aos cardiomiócitos humanos 

maduros, o que foi descrito por Karbassi et al.,48, contudo, a utilização das 

células é de grande vantagem para estudos in vitro46. 
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3.3 Grupos experimentais 

As células foram alocadas em 3 grupos experimentais como mostrado a 

seguir:  

Grupos  
amostrais 

Exposição  recebida(s) Análises 
realizadas 

Grupo  

controle 

• HiPSC-vCMs não foram expostas a DOX e a FBM; 
• Irradiadas com uma lâmpada padrão de luz (500 
segundos); 
•Adição de soro fisiológico estéril a 0,9%. 

Análise de 

toxicidade, 

extração 

de RNA 

total e 

análise da 

expressão 

de 

microRNAs  

Grupo DOX • HiPSC-vCMs adição  de  2μM de DOX por 24h 

Grupo FBM + 
DOX  

• HiPSC-vCMs pré-condicionamento de FBM (500 
segundos); 
• Adição de 2μM de DOX. 

Tabela 2- Grupos amostrais, exposição recebidos e análises realizadas. Legenda: HiPSC-vCMs: 

cardiomiócitos ventriculares derivados de células-tronco pluripotentes humanas; DOX: 

doxorrubicina; FBM: fotobiomodulação; mRNA: RNA mensageiro; μM: Micromolar. Fonte: 

Elaborado pelo autor. 

 

3.4 Pré-condicionamento com terapia de fotobiomodulação (FBM) 

O pré-condicionamento com FBM foi executado utilizando um dispositivo 

de LED da marca BioLambda (São Paulo/SP), emitindo luz com comprimento de 

onda de 660nm ± 10nm e uma irradiância de 10 mW/cm2.  Cada poço da placa 

de células foi submetido a uma irradiação de 500 segundos, resultando em uma 

dose de 5 J/cm2.  

A entrega de luz ocorreu em modo de operação contínua (CW) dentro de 

uma câmara escura que cobria toda a parte inferior de cada placa, mantendo 

uma distância fixa de 14mm. Uma única sessão de FBM foi realizada, com a 
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dose de 5 J/cm2, sendo o equipamento de luz calibrado imediatamente antes do 

início do estudo.  

A irradiação foi conduzida em um ambiente parcialmente escuro, sem 

interferências de outras fontes de luz, exceto pelo dispositivo de irradiação. Vale 

salientar que não havia meio de cultura presente durante o procedimento. 

 

 

 

 

 

 

Figura 10 – Dispositivo LED. Módulo controlador compacto (Compact LED Controller Module). Fonte: 

BioLambdar121. 
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3.5 Exposição com doxorrubicina 

Após a FBM, 2 μM de DOX como descrito Atum et al111., foram 

adicionados ao meio destinado à manutenção de cardiomiócitos (fornecido pela 

empresa Pluricell Biotech, São Paulo, Brasil) dos grupos FBM+DOX. A mesma 

concentração de DOX foi adicionada ao meio de cultura do grupo DOX. 

Alternativamente, uma quantidade equivalente de solução salina estéril foi 

adicionada ao grupo controle. 

Após um período de 24 horas, os sobrenadantes foram submetidos a um 

processo de centrifugação a 500xg, com duração de 10 minutos, a uma 

temperatura de 4°C.  

O líquido do meio foi removido após a conclusão da centrifugação, e as 

células foram prontamente congeladas em nitrogênio líquido, sendo 

posteriormente armazenadas a uma temperatura de -80°C. Esse procedimento 

teve como objetivo viabilizar a análise subsequente por meio da técnica de 

qPCR. 

 

3.6 Ensaio de viabilidade 

Para o teste de viaiblidade utilizamos o ensaio colorimétrico MTT (brometo 

de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, 

EUA). Resumidamente, 20μL de 5 mg/ml de MTT em soro fetal bovino (PBS) 

foram adicionados a cada poço, depois incubados por 3 horas a 37°C em uma 

incubadora umidificada com 5% de CO2.  

Em seguida, o corante não reagente foi removido, e dimetilsulfóxido 

(DMSO) foi adicionado para dissolver o produto formazan roxo insolúvel 

intracelular em uma solução colorida. A conversão de MTT em cristal formazan 
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foi analisada utilizando um espectrofotômetro (Varioskan, Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, EUA) em um comprimento de onda de absorbância de 

570nm. 

 

3.7 Expressão gênica por PCR quantitativo 

3.7.1 Isolamento de miRNAS 

Para extração de miRNA foi utilizado o kit de isolamento miRVana® 

miRNA (Ambion ®, Austin, Tx), de acordo com as recomendações do fabricante. 

O precipitado de células foi homogeneizado com 500 ul do tampão de lise (10 

vezes o volume da massa tecidual), e 10% do volume total de aditivo para 

homogeneização e logo após os tubos foram colocados em gelo por 10 minutos. 

Foram adicionados 500 μl de fenol-clorofórmio, e as amostras foram agitadas 

em vortex e centrifugadas na velocidade máxima (10.000g) por 5 minutos a 

temperatura ambiente. A fase aquosa foi então removida e transferida para um 

novo tubo onde foi adicionado um terço do volume de etanol 100% a temperatura 

ambiente. A solução então foi passada para o filtro (coluna GFX) e as amostras 

foram novamente centrifugadas a 10.000g por 1 minuto. O filtro foi então 

reservado. Ao filtrado foi adicionado 2/3 do volume de etanol e transferidos para 

uma nova coluna, centrifugadas e o filtrado foi descartado. Retomando os filtros 

com o miRNA, foram realizadas lavagens com soluções próprias do kit, 

intercaladas com centrifugações. Após o descarte do filtrado, centrifugamos por 

mais 1 min a 10.000 g para secagem da coluna. As colunas foram então 

repassadas para um novo tubo e então adicionamos 100 μl de água livre de 

RNase pré-aquecida a 95 ºC, no centro da coluna. Após 1 min a temperatura 

ambiente, centrifugamos a coluna e os miRNA foram armazenados a -80 ºC até 
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sua utilização. A pureza e concentração dos miRNAs foram mensuradas em 

espectrofotômetro Nanodrop® (ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280nM). 

 

3.7.2 Síntese de cDNA - Transcrição Reversa – microRNAs 

O DNA complementar (cDNA) do miRNA foi obtido utilizando o TaqMan® 

miRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). Uma 

quantidade de 500 ng/μl de miRNA foi diluída em 20 μl de água. Deste volume 3 

μl foi submetido à transcrição reversa, onde foram adicionados 7 μl de mix 

contendo os reagentes do kit: 0,15 μl de DNTP mix, 0,5 μl da enzima 

transcriptase reversa, 1,5 μl do tampão da enzima, 0,19 μl de inibidor de RNAse, 

3,66 μl de água livre de nucleasse e 1 μl de primer stem-loop com sequência 

específica para os miRNAs, totalizando 10 μl de cDNA. A reação foi realizada 

em equipamento PCR Vertiti® (Applied Biosystem, Foster City, CA) seguindo os 

seguintes parâmetros: 30 min a 16 ºC, 30 min a 42 ºC e 30 min a 85 ºC. 

 

3.7.3 PCR em tempo real – qPCR para análise de microRNAs  

A expressão dos miRNA estudados foi avaliada a partir do cDNA 

utilizando a metodologia de transcrição reversa seguida da reação em cadeia da 

polimerase em tempo real quantitativa (qRT-PCR) no sistema ABI 7500 Fast RT-

PCR no modo standard utilizando-se Master Mix PCR Taqman Universal 

(Applied Biosystems, Foster City, CA). A expressão de miRNA foi analisada 

usando primers sequência-específicos para os seguintes alvos: (MiR-1, MiR-9, 

MiR-10a e b, MiR-21, MiR-130a, MiR-133, MiR-134, MiR-153, MiR-208, MiR-335 

e MiR-499). O protocolo TaqMan® utiliza dois iniciadores não fluorescentes e 

uma sonda com dupla marcação que se anela à região localizada entre os 
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iniciadores. Esta marcação dupla é formada por um fluoróforo que emite luz 

quando excitado e um quencher que absorve luz emitida pelo fluoróforo. Durante 

os ciclos da PCR, a sonda é quebrada pela Taq polimerase na etapa de extensão 

do iniciador anelado. Esta quebra da sonda elimina a absorção pelo quencher 

que pode ser então medida através de uma câmera situada na parte superior do 

equipamento. A quantificação da emissão absorvida pela câmera após quebra 

da sonda permite a quantificação indireta do miRNA alvo contido na reação após 

cada ciclo da PCR Para amplificação dos fragmentos desejados as reações 

foram feitas com 0,5 μl de uma solução contendo um par de primer e a sonda 

(com a marcação), 5 μl do TaqMan Master Mix, 3,5 μl de água nucleasse free e 

1 μl de cDNA, somando um total de 10 μl para cada reação. As condições das 

reações foram: 2 min a 50 ºC, 10 min a 95 ºC e 40 ciclos de 15 seg a 95 ºC e 1 

min a 60 ºC. O nível de expressão dos miRNA e dos genes alvo foi obtido pela 

quantificação relativa e dos níveis de expressão em vezes determinado pelo 

método 2-ΔΔCt. Todas as reações foram realizadas em duplicata e o RNU6 foi 

usado como controle endógeno dos miRNA estudados. 

 

3.8 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão (SE). O software 

Prism 10.1 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) foi empregue para a 

análise estatística. Para comparações entre grupos foi realizado One Way 

ANOVA (para amostras independentes com distribuição paramétrica dos dados) 

com teste pós-hoc de Tukey. Para qPCR, os ensaios foram realizados em 

duplicata e repetidos por três vezes; os dados foram analisados pelo teste t de 

Student não pareado. A significância estatística foi definida como p≤0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Viabilidade celular 

 A análise de viabilidade celular com MTT evidenciou que a DOX diminuiu 

a viabilidade das HiPSC-vCMs, entretanto, a combinação de FBM + DOX 

aumentou a viabilidade celular em relação ao grupo DOX. O grupo controle não 

mostrou diferença em relação ao grupo FBM + DOX (Figura 11). 
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Figura 11- Efeito da DOX na viabilidade das HiPSC-vCMS na ausência e presença de FBM. 

Significativo se p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

4.2 Expressão relativa miR-1 elevada aumenta risco de hipertrofia 

O impacto da DOX na expressão relativa dos miRNAs relacionados à 

disfunção cardíaca em HiPSC-vCMs foi mensurado na ausência e presença de 

FBM. Os resultados revelaram aumento significativo na expressão do miR-1 no 

grupo exposto à DOX. Entretanto, notamos redução na expressão de miR-1 no 

grupo FBM + DOX em comparação com o grupo DOX. Não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controle e o grupo FBM+ 

DOX (Figura 12).  
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Figura 12 - Expressão de miR-1 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se p<0,05. 
Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.3 Expressão relativa miR-9 elevada aumenta risco de hipertrofia 

A análise da expressão do miR-9 revelou diferenças significativas entre 

os grupos experimentais. O grupo exposto à doxorrubicina demonstrou 

expressão significativamente aumentada desse microRNA em comparação com 

o grupo FBM + DOX (Figura 13). Entretanto, observou-se aumento significativa 

na expressão de miR-9 no grupo FBM + DOX em comparação com o grupo 

controle, embora menor em relação ao grupo DOX. Os resultados indicam um 

possível efeito modulador da FBM na expressão do miR-9 em resposta à 

doxorrubicina. 
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Figura 13- Expressão de mir-9 nos grupos controle, DOX e  FBM+DOX. Significativo se 

p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições 
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4.4 Expressão relativa miR-10ª( verificar) e b (elevada diminui o risco de 

estresse oxidativo) 

 

A Figura 14a indica a expressão relativa de miR-10a não apresentou 

diferença significativa entre os grupos estudados. Em contrapartida, foram 

observadas variações significativas na expressão de miR-10b nos três grupos 

investigados. Os resultados revelaram aumento na expressão de miR-10b no 

grupo FBM + DOX em comparação com o grupo controle, enquanto diminuição 

significativa de miR-9 foi observada no grupo DOX em relação ao grupo controle, 

como demonstrado na Figura 14b. 

 

 

Figura 14- Expressão de mir-10a(figura 14a) e mir-10b (figura 14b) nos grupos controle, DOX e 

FBM+DOX.  Significativo se p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.5 Expressão relativa miR-21 elevada diminui risco de hipertrofia 

Considerando a análise do miR-21, não foram identificadas diferenças 

significativas entre os grupos controle e o grupo FBM+DOX. No entanto, no 
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grupo DOX, observou-se redução na expressão do miR-21 em comparação com 

os outros grupos investigados (Figura 15). 
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Figura 15 - Expressão de miR-21 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 
p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.6 Expressão relativa miR-34a elevada aumenta o risco de estresse 

oxidativo 

Conforme mostrado na Figura 16, não foi observada diferença 

estatisticamente significativa na expressão de miR34a entre os grupos DOX e 

FBM+DOX. Em ambos os grupos foi observado aumento significativo na 

expressão deste miRNA em comparação com o grupo controle.   
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Figura 16 - Expressão de miR-34a nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 

p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 
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4.7 Expressão relativa miR-130a elevada aumenta o risco de estresse 

oxidativo 

Em relação à quantificação da expressão do miR-130a, os dados 

apresentados na Figura 17 revelaram que não houve diferença significativa 

entre os grupos experimentais FBM+DOX e DOX em comparação com o grupo 

controle. Os níveis de expressão de miR-130 foram maiores no grupo DOX em 

relação ao grupo controle (Figura 17). 
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Figura 17 - Expressão de miR-130a nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX.. Significativo se 
p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.8 Expressão relativa miR-133 elevada aumenta o risco de fibrose 

 Na Figura 18, observamos que grupos DOX e FBM+DOX demonstraram 

aumento significativo na expressão do miR-133 em comparação com o grupo 

controle, entretanto não encontramos diferenças de expressão entre estes 

grupos experimentais. 
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Figura 18- Expressão de miR-133 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 

p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.9 Expressão relativa miR-134 elevada aumenta o risco de estresse 

oxidativo 

Os resultados relacionados ao miR-134 revelaram diferença significativa 

entre todos os grupos experimentais em relação ao controle, observado na 

Figura 19. Foi constatada redução significativa na expressão relativa do miR-

134 no grupo submetido à terapia com laser (FBM+DOX) em comparação com 

o grupo controle e o grupo DOX.  
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Figura 19- Expressão de miR-134 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 
p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 
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4.10 Expressão relativa miR-153 elevada aumenta o risco de estresse 

oxidativo  

Os resultados apresentados na Figura 20 revelam uma disparidade na 

expressão do miR-153 entre os grupos experimentais. Notou-se redução 

significativa na expressão do miR-153 no grupo de FBM+DOX em comparação 

com os demais grupos.  
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Figura 20- Expressão de miR-153 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 
p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.11 Expressão relativa miR-208 elevada aumenta risco de hipertrofia 

Na Figura 21, observamos que o grupo FBM + DOX apresentou menor 

expressão do miR-208 em comparação com o grupo DOX, enquanto em relação 

ao grupo controle não foi identificada diferença significativa. No grupo DOX, a 

expressão do miR-208 foi significativamente maior em comparação com os 

demais grupos. 
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Figura 21 - Expressão de miR-208 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 
p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.12 Expressão relativa miR-335 elevada diminui o risco de estresse 

oxidativo  

Na Figura 22, observamos que a expressão do miR-335 é 

significativamente reduzida no grupo DOX em comparação ao grupo controle. 

Notavelmente, o grupo FBM+DOX apresentou maior expressão em comparação 

com o grupo DOX. 
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Figura 22 - Expressão de miR-335 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 
p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 

 

4.13 Expressão relativa miR-499 elevada aumenta risco de hipertrofia 
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Por fim, a Figura 23  evidencia diferença significativa na expressão de 

miR-499 entre todos os grupos. Observamos redução marcante no grupo 

exposto à doxorrubicina em comparação com os demais, enquanto o grupo FBM 

+ DOX apresentou aumento significativo em relação aos outros grupos 

estudados. 
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Figura 23 - Expressão de miR-499 nos grupos Controle, DOX e FBM+DOX. Significativo se 
p<0,05. Valores obtidos após 3 repetições. 
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5. DISCUSSÃO 

 

Este trabalho teve como objetivo analisar e quantificar a expressão de 

treze miRNAs (miR-1, miR-9, miR-10a, miR-10b, miR-21, miR-34a, miR-130a, 

miR-133, miR-134, miR-153, miR-208, miR-335 e miR-499) em cardiomiócitos 

ventriculares humanos, derivados de células-tronco pluripotentes, que foram 

previamente submetidos ao pré-condicionamento com fotobiomodulação e 

posteriormente expostos à doxorrubicina, um quimioterápico amplamente 

utilizado na prática clínica. A utilização dos cardiomiócitos derivados de células-

tronco pluripotentes induzidas (hiPSC-CMs) é um avanço significativo na área 

da medicina regenerativa e apresentam vantagens em relação a outros modelos 

in vitro, como linhagens celulares imortalizadas, tecido humano pós-morte e 

culturas primárias provenientes de animais não humanos121. A obtenção das 

hiPSC-CMs é tipicamente pouco invasiva, geralmente realizada através de 

biópsia cutânea ou coleta sanguínea, o que oferece uma alternativa promissora 

para a geração de cardiomiócitos humanos em larga para testes clínicos de 

cardiotoxicidade122, 123. 

Após 24 horas da administração de doxorrubicina em HiPSC-vCMs, 

observamos modulação na expressão gênica de diversos microRNAs 

associados à disfunção celular em cardiomiócitos derivados de células-tronco 

humanas. No entanto, quando essas células foram submetidas à 

fotobiomodulação, observamos redução significativa do efeito deletério da 

doxorrubicina em grande parte dos ensaios experimentais. O aumento da 

viabilidade celular observado quando as células foram pré-irradiadas com FBM 
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também indica que esta terapia pode ser relevante frente à cardiotoxicidade 

induzida pela DOX. 

Os miR-1, miR-21, miR-208 e miR-499 são os principais microRNAs que 

regulam a hipertrofia cardíaca em várias condições patológicas123. Nossos 

resultados sugerem que a expressão relativa do miR-1 e do miR-208 foi reduzida 

no grupo FBM+DOX, enquanto os miR-21 e miR-499 foram aumentados nesse 

mesmo grupo. Condorelli et al.124 verificaram que a desregulação dos 

microRNAs plasmáticos de miR-1, miR-499 e miR-208a de pacientes que 

sofreram Infarto Agudo do Miocárdio (IAM) está relacionada com a necrose dos 

cardiomiócitos. Esses microRNAs desempenham um papel crucial na regulação 

genética e sua alteração pode indicar danos ou morte das células cardíacas, 

contribuindo para o entendimento dos mecanismos patológicos associados ao 

IAM126,125. 

Leger et al.126 identificaram que os miRNAs plasmáticos cardíacos sofrem 

desregulação dentro de um período de 24 horas após uma única sessão de 

tratamento com antraciclina. Esta desregulação foi confirmada pelo aumento na 

expressão dos microRNAs miR-1, miR-29b e miR-499 na circulação. No entanto, 

não houve acompanhamento dos níveis circulantes desses miRNAs durante a 

progressão do tratamento quimioterápico126. 

Em modelos animais, o miR-1 está envolvido na multiplicação e 

especialização das células cardíacas durante a cardiogênese, sendo um dos 

microRNAs mais comuns no tecido cardíaco, desempenhando uma função 

crucial na regulação de vários aspectos do processo de diferenciação e 

reprodução dos cardiomiócitos123,127. 
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O estudo realizado por Carmen et al.128, utilizando camundongos machos, 

demonstrou que o aumento da expressão de miR-1 altera a condutividade 

cardíaca e a automaticidade ao modular a expressão de proteínas relacionadas 

ao controle do cálcio intracelular, resultando em arritmia 128. Em estudo utilizando 

camundongo submetidos a uma sobrecarga de pressão no coração, foi 

observada que a diminuição da expressão de miR-1 foi correlacionada com a 

com o aumento da massa cardíaca, resultando em hipertrofia cardíaca devido à 

diminuição da expressão do miR-1129. Cheung et al. 130, utilizando modelo in vitro 

de cardiomiócitos derivados de células-tronco pluripotentes humanas (hPSC), 

verificaram a expressão dos miR-1, miR-133a, miR-208a, miR-208b e miR-499 

quando expostas à doxorrubicina, corroborando nossos resultados130.  

De acordo com o estudo conduzido por Tatsuguchi e colaboradores131, a 

elevação da expressão do mir-21 desempenha um papel anti-hipertrófico em 

cardiomiócitos isolados, sugerindo que o aumento na quantidade de miR-21 

resulta em um efeito protetor nas células musculares do coração131. Entretanto, 

outros autores sugerem que o aumento do miR-21 promove hipertrofia cardíaca 

ao estimular a quinase da MAP (Proteína ativada por mitógenos) em 

fibroblastos132,133. Em nosso estudo, observamos diminuição na expressão do 

miR-21 no grupo DOX (em comparação com o grupo controle), enquanto no 

grupo submetido ao pré-condicionamento com a fotobiomodulação, observou-se 

aumento na expressão do miR-21. 

O bloqueio do miR-208 em modelo animal evidenciou redução na morte 

celular programada e na hipertrofia celular, além de diminuir a formação 

excessiva de tecido cicatricial no coração após a indução do infarto agudo do 

miocárdio (IAM)134. Esses efeitos resultaram em melhora significativa na 
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recuperação cardíaca pós-IAM e na capacidade do coração em bombear 

sangue134. Em nosso trabalho foi observamos que o grupo FBM + DOX 

apresentou uma redução na expressão do miR-208 em comparação com o grupo 

DOX, enquanto no grupo controle não foi observada diferença significativa. 

No estudo realizado com camundongos, foi evidenciado que a ativação 

da expressão do miR-499 especificamente no coração leva a disfunção cardíaca 

e hipertrofia celular135.  Esses efeitos ocorrem devido à modificação da 

expressão de proteínas contráteis, como MYH7B e actina alfa 1 do músculo 

esquelético (ACTA1)135. Em nosso estudo, a expressão relativa do miR-499 

apresentou redução marcante no grupo tratado com doxorrubicina em 

comparação com os demais, enquanto o grupo exposto brevemente com a 

fotobiomodulação apresentou aumento significativo em relação aos outros 

grupos estudados. 

O fator de crescimento do tecido conjuntivo (CTGF) é uma proteína 

essencial no mecanismo de fibrose, promovendo a produção da matriz 

extracelular123. A Remodelação ventricular envolve várias mudanças no coração, 

incluindo a apoptose (morte programada) e a hipertrofia (aumento de tamanho) 

dos cardiomiócitos, além da fibrose intersticial (formação de tecido cicatricial) e 

redução da densidade dos vasos sanguíneos123,125,127,136. Essas alterações 

podem resultar em insuficiência cardíaca (IC)123, os miRNAs, especialmente o 

miR-133, desempenham um papel crucial nesse processo137. Duisters et al.138 

encontraram resultados interessantes sobre a regulação do fator de crescimento 

do tecido conjuntivo (CTGF) pelo miR-133 em modelos de doença cardíaca139. 

Eles descobriram que o miR-133 regula negativamente a expressão de CTGF, e 

essa regulação parece ser inversamente proporcional à expressão em modelos 
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de doença cardíaca em roedores e no remodelamento patológico do ventrículo 

esquerdo em humanos com estenose aórtica138. Da mesma forma, em humanos 

que passaram por cirurgia de substituição de válvula devido à estenose aórtica, 

verificou-se um padrão semelhante. À medida que a expressão do miR-133 

aumentava, a expressão do CTGF diminuía. Essa interação resultava em uma 

menor deposição de colágeno no tecido cardíaco, o que é benéfico, pois reduz 

o risco de fibrose cardíaca e melhora a função do coração138. Esses achados 

sugerem que a regulação do miR-133 na expressão do CTGF pode ter 

implicações importantes no desenvolvimento e progressão da doença cardíaca, 

oferecendo possíveis alvos terapêuticos para intervenção138, no entanto, nos 

estudos sobre miRNAs, foi observado que o miR-133 apresentou diminuição em 

sua expressão durante o desenvolvimento da hipertrofia cardíaca136,139,140. Liu e 

colaboradores141 conduziram estudo demonstrando que camundongos com 

níveis diminuídos de miR-133 apresentaram cardiomiopatia, falência cardíaca e 

uma multiplicação anormal das células cardíacas141. Em nosso modelo 

experimental os dois grupos expostos à DOX (DOX e FBM+DOX) apresentaram 

aumento significativo na expressão do miR-133 em comparação com o grupo 

controle, não havendo modulação da FBM neste microRNA.  

A expressão de miR-10b foi estudada em diversas áreas, incluindo 

oncologia, angiogênese, desenvolvimento embrionário e diferenciação celular143, 

143, 144. Xie Y et al.144 observaram que o miR-10b, ao ser superexpresso, aumenta 

a divisão e crescimento das células musculares do coração , enquanto sua 

redução diminui a proliferação celular144. Além disso, o miR-10b protege as 

células da morte programada (apoptose) ao atuar sobre a proteína LATS1 

(proteína que faz parte da via Hippo, uma importante via de sinalização celular 
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que regula o crescimento e a morte celular 52. Esses achados sugerem que o 

miR-10b pode ser uma ferramenta promissora para a regeneração do tecido 

cardíaco144. Nossos resultados apresentados revelam um padrão interessante 

de resposta à fotobiomodulação (FBM) em relação à expressão de miR-10b.  Ao 

comparar o grupo FBM + doxorrubicina (DOX) com o grupo controle, observou-

se um aumento significativo na expressão de miR-10b. Este achado sugere que 

a FBM pode influenciar positivamente a expressão de miR-10b, possivelmente 

desempenhando um papel na regulação gênica associada à resposta ao 

tratamento com DOX. 

Diversos estudos sugerem uma relação entre doenças cardiovasculares 

e o papel dos microRNAs, especialmente o miR-34a e o miR-153. O aumento 

desses microRNAs pode estar fortemente associado a quatro processos: 

apoptose, necrose, autofagia e piroptose68, 69,77,123,145. Esses processos resultam 

em morte celular e desempenham um papel significativo no desenvolvimento 

patológico das cardiomiopatias. Analisando a possiblidade de miR-34a regular o 

envelhecimento e a função cardíaca, foi observado que a expressão do miR-34a 

aumentou em camundongos idosos comparado ao grupo de camundongos 

jovens, elevando a morte celular de cardiomiócitos e um declínio da função 

contrátil146, sugerindo que a   superexpressão de miRNA-34a está associada ao 

envelhecimento cardíaco. Não encontramos diferença significativa na expressão 

do miR-34a entre os grupos expostos a DOX e FBM+DOX. Em ambos os grupos 

houve aumento significativo na expressão deste miRNA em comparação com o 

grupo controle, evidenciando que a DOX e não a FBM seja responsável pela 

alteração do padrão de expressão deste miRNA. Em geral, percebe-se que, em 
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um quadro onde os membros da família MicroRNA-34 (miR-34a, -34b e -34c) 

estão desregulados, há o aumento de doenças cardiovasculares145.  

Em relação à expressão do miR-153, observamos diferenças entre os 

grupos estudados; o grupo FBM+DOX apresentou uma redução significativa na 

expressão desse miRNA em comparação com os outros grupos avaliados, 

ressaltando os efeitos benéficos da FBM. Shaharyar et al.145 observaram que 

miR-153 está relacionado com a morte de cardiomiócitos, induzida pelo estresse 

oxidativo, enfatizando que a inibição do miR-153 reduz a apoptose e autofagia 

de cardiomiócitos145. 

Tay et al.147 observaram que o miR-134 possui capacidade de controlar a 

multiplicação das células progenitoras cardíacas humanas (hCMPC) por meio do 

fator de transcrição Meis Homeobox 2 (Meis2), relevante em diversos processos 

de desenvolvimento147. A superexpressão de miR-134 diminuiu a multiplicação 

das hCMPCs, porém esse impacto foi anulado quando o Meis2 foi reintegrado. 

Isso sugere que o miR-134 desempenha uma função na regulação da biologia 

das células progenitoras cardíacas, o que pode influenciar a cardiogênese148. 

Em síntese, o estudo sugere que o miR-134 controla a multiplicação das células 

progenitoras cardíacas, impactando os genes do ciclo celular148. Nosso trabalho 

revelou resultados significativos relacionados ao miR-134, evidenciando 

diferenças marcantes entre todos os grupos experimentais em comparação com 

o controle, observou-se uma redução significativa na expressão relativa do miR-

134 no grupo submetido à FBM em comparação com o grupo controle e o grupo 

exposto à DOX. 
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  Lee et al.149 sugerem que o miR-130 intensifica o dano cardíaco em 

cardiomiócitos H9c2 em um modelo de simulação de infarto cardíaco. Esse efeito 

ocorre devido ao miR-130 direcionar diretamente o receptor ativado por 

proliferadores de peroxissoma gama (PPARγ)149. Resumidamente, os 

peroxissomos modulam o estresse oxidativo, controlam a beta-oxidação de 

ácidos graxos e a síntese de lipídios84. Essas organelas controlam o equilíbrio 

redox das células, gerando e removendo radicais livres84. Nossos dados 

sugerem que quantificação da expressão do miR-130 não apresentou diferença 

significativa entre os grupos experimentais FBM+DOX e DOX, em comparação 

com o grupo controle. No entanto, os níveis de expressão de miR-130 foram 

mais elevados no grupo DOX. 

Long X et al.150, utilizando modelo animal, observaram que a regulação 

positiva do miR-335 teve efeitos benéficos na lesão cardíaca pós-sepse, sendo 

esta regulação atribuída ao aumento da expressão do miR-335150. O aumento 

do miR-335 protegeu os cardiomiócitos contra o estresse oxidativo e a apoptose 

celular150. Em outro estudo, foram destacados os efeitos defensivos do miRNA-

335 contra a lesão nos cardiomiócitos151. Foi evidenciado que a atividade do 

miR-335 apresenta um aumento substancial, o que se mostrou benéfico na 

proteção dos cardiomiócitos contra o estresse causado pela oxidação 152,153. A 

expressão do miR-335 foi reduzida no grupo exposto a DOX em comparação 

aos outros grupos experimentais. Notavelmente, o grupo FBM+DOX apresentou 

uma expressão significativamente maior em relação ao grupo exposto apenas a 

doxorrubicina, indicando um potencial benefício da combinação FBM na 

modulação da expressão do miR-335. 
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Os microRNAs estudados desempenham papéis cruciais na regulação 

gênica pós-transcricional cardíaca após exposição à DOX. Os resultados 

satisfatórios in vitro e aumento da viabilidade celular após o pré-condicionamento 

com fotobiomodulação foram evidências de que esta terapia pode contribuir para 

diminuição da cardiotoxicidade da DOX. 

6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados demonstram que a doxorrubicina é capaz de modular a 

expressão gênica de vários microRNAs associados á disfunção celular em 

cardiomiócitos derivados de células-tronco humanas. Entretanto, quando essas 

células foram submetidas à fotobiomodulação, observou-se uma redução 

significativa do efeito deletério da doxorrubicina A maioria desses microRNAs 

apresentou resultados satisfatórios in vitro após o pré-condicionamento com 

fotobiomodulação. 

7. CONCLUSÃO 

A FBM, nos parâmetros utilizados in vitro, foi capaz de modular a 

expressão de miRNAs relacionados com a redução dos efeitos adversos da 

doxorrubicina em cardiomiócitos humanos. 

 

8. Limitações do estudo e perspectivas 

O uso de pré-condicionamento com fotobiomodulação, observamos 

perspectivas promissoras. A fotobiomodulação demonstrou estar associada a 
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efeitos anti-hipertróficos, anti-fribróticos e anti-antioxidantes, sugerindo potencial 

como uma abordagem terapêutica para mitigar os efeitos adversos da 

doxorrubicina em cardiomiócitos. A influência da FBM em processos celulares, 

incluindo a reação ao estresse oxidativo e inflamatório, elementos cruciais na 

cardiotoxicidade provocada pela doxorrubicina, evidenciada nesta pesquisa, 

pode ser melhor explorada com novas abordagens e parâmetros de irradiação. 

Este estudo in vitro realizado com cardiomiócitos ventriculares derivados 

de células-tronco pluripotentes humanas e expostos à doxorrubicina destacou os 

efeitos dessa substância em um contexto específico. No entanto, é crucial 

mencionar as limitações inerentes a esse tipo de investigação, as quais podem 

comprometer a generalização dos resultados e a compreensão abrangente dos 

efeitos da doxorrubicina. A variação nas doses do fármaco pode ocasionar 

distintas reações celulares e, restringir-se a uma única dosagem pode limitar a 

compreensão abrangente dos efeitos da doxorrubicina nos cardiomiócitos 

ventriculares. Outro ponto limitante foi a utilização do infravermelho nas células 

de maneira diferente da aplicação in vivo. Empregamos parâmetros específicos 

para cardiomiócitos, mas, se essa técnica fosse utilizada como fonte terapêutica 

na prática clínica, esses parâmetros provavelmente precisariam ser ajustados. 
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