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RESUMO 
 

A pele está constantemente exposta a agressões externas, tornando-se um alvo para 
a geração excessiva de espécies reativas de oxigênio (ROS), que induzem danos 
oxidativos principalmente na região dérmica. A fotobiomodulação (FBM) mostra-se 
uma terapia eficiente para biomodulação de sistemas biológicos, capaz de modular 
processos oxidativos e inflamatórios. No presente estudo, buscou-se elucidar o 
possível efeito fotoprotetor in vitro da aplicação simultânea da FBM com LED 660 e 
850 nm em células fibroblásticas L929 diante do tratamento com peróxido de 
hidrogênio como modelo de estresse oxidativo. Os fibroblastos foram pré-irradiados 
com LED e em seguida incubados com 200 µM de H2O2 diluído em meio de cultura 
pelo período de 3 horas. Após 24 horas dos tratamentos, foram observadas alterações 
quanto à atividade mitocondrial pelo ensaio colorimétrico Alamar Blue e quanto à 
morfologia celular por microscopia invertida. Também foi realizada a marcação de 
mitocôndrias e núcleos em células vivas por fluorescência utilizando 
Tetrametilrodamina (TMRM) e Tricloridrato de bisbenzimida (HOESCHT), além da 
detecção de ROS por fluorescência utilizando CellRox Orange. Os resultados obtidos 
indicam que o pré-tratamento com LED promove aumento da atividade mitocondrial, 
do potencial da membrana mitocondrial, redução da geração de ROS intracelular e 
induz alterações morfológicas nas células. Dessa maneira, conclui-se que o 
sinergismo entre os LEDs 660 e 850 nm exerce efeito protetor contra a ação do H2O2 
em células fibroblásticas L929, demonstrando que a FBM pode ser utilizada para 
auxiliar a prevenir e mitigar danos oxidativos. 
 
Palavras-chave: Fibroblastos; Fotobiomodulação; Estresse oxidativo. 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 

The skin is constantly exposed to external aggressions, becoming a target for the 
excessive generation of reactive oxygen species (ROS), which induce oxidative 
damage, mainly in the dermal region. Photobiomodulation (PBM) has proven to be an 
effective therapy for biomodulating biological systems, capable of modulating oxidative 
and inflammatory processes. In the present study, we sought to elucidate the possible 
in vitro photoprotective effect of the simultaneous application of PBM with 660 and 850 
nm LEDs on L929 fibroblast cells treated with hydrogen peroxide as a model of 
oxidative stress. The fibroblasts were pre-irradiated with LED and then incubated with 
200 µM H2O2 diluted in culture medium for 3 hours. After 24 hours of treatment, 
changes in mitochondrial activity were observed using the Alamar Blue colorimetric 
assay and in cell morphology using inverted microscopy. Mitochondria and nuclei were 
also fluorescently labeled in living cells using tetramethylrhodamine (TMRM) and 
bisbenzimide trihydrochloride (HOESCHT), in addition to ROS detection using CellRox 
Orange. The results indicate that LED pretreatment promotes increased mitochondrial 
activity and membrane potential, reduced intracellular ROS generation, and induced 
morphological changes in the cells. Thus, it is concluded that the synergism between 
660 and 850 nm LEDs exerts a protective effect against the action of H2O2 in L929 
fibroblast cells, demonstrating that PBM can be used to help prevent and mitigate 
oxidative damage. 
 
Keywords: Fibroblast; Photobiomodulation; Oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O estresse oxidativo vem sendo pesquisado há 40 anos, este decorrente do 

desequilíbrio entre a produção e o acúmulo de espécies reativas de oxigênio (ROS), 

que acarreta danos celulares e teciduais. As ROS podem ser induzidas por fontes 

exógenas como: poluição, tabaco e radiação ultravioleta. Sabe-se que os danos 

mediados por ROS se acumulam em função da idade e estão associados a doenças 

degenerativas do envelhecimento, senescência e carcinogênese (Pizzino et al., 2017; 

Sarsour et al., 2009; Sies, 2015).  

Por estar constante exposta a agressões externas, a pele é um alvo para a 

geração ROS (Jaffri, 2023), que induzem danos ao DNA, promovem a peroxidação de 

membranas lipídicas e a síntese e ativação de metaloproteinases da matriz (MMPs) 

responsáveis pela degradação do tecido conjuntivo, dessa maneira, induzindo e 

acelerando o processo de envelhecimento da pele (Garg; Sharma; Garg, 2020; Gu et 

al., 2020).  

Na pele envelhecida têm-se o acúmulo de fibroblastos senescentes que 

desempenham papel fundamental na exacerbação do envelhecimento, bem como na 

amplificação da inflamação pela produção de citocinas, quimiocinas e outros fatores 

(ZHANG et al., 2024a). Clinicamente, essa pele irá apresentar hiperpigmentação, 

rugas, flacidez, desidratação e despigmentação. Podem ainda haver manifestações 

como cicatrizes, formação de fibroses, e neoplasias benignas e malignas (Garg; 

Sharma; Garg, 2020). 

      Têm-se demonstrado que a fotobiomodulação (FBM), amplamente utilizada 

na prática clínica como uma abordagem não invasiva no tratamento de diversas 

doenças, pode modular a inflamação, exercer efeito antioxidante e auxiliar na 

reparação celular. FBM com LED fornece luz terapêutica em comprimentos de onda 

do espectro de luz visível, como a luz vermelha (RL, 620–700 nm), e além da faixa da 

luz visível, como o infravermelho próximo (NIR, 700–1100 nm) (Couturaud et al., 2023; 

Kim; Won, 2022; Yang et al., 2022). 

As aplicações clínicas da FBM para fotorejuvenescimento da pele entregam 

resultados como redução da profundidade de rugas e linhas de expressão, suavização 

de discromias, redução no diâmetro dos poros, aumento da densidade dérmica e 

regulação da oleosidade. A FBM também pode ser aplicada como terapia coadjuvante 
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no manejo de outras condições dermatológicas como acne vulgar, dermatite atópica 

e lesões psoriáticas (Couturaud et al., 2023; Glass, 2021; Zhang; Wu, 2017). 

A mitocôndria é uma organela chave na FBM, dado que em sua unidade IV da 

cadeia respiratória está localizada a enzima citocromo c oxidase, que atua como 

cromóforo primário para absorção da luz (Dompe et al., 2020). A excitação do 

cromóforo resulta na atividade de várias moléculas como o óxido nítrico, ATP, íons de 

cálcio, ROS e moléculas de sinalização, influenciando vias bioquímicas com potencial 

de exercer um efeito terapêutico, surgindo assim como uma potencial terapia na 

mitigação de danos provocados por ROS (Dompe et al., 2020; Kim; Won, 2022; 

Rossato et al., 2024; Yang et al., 2022). 

Dado que a senescência celular dos fibroblastos pode desempenhar um papel 

importante no envelhecimento da pele, no envelhecimento do organismo como um 

todo e provavelmente em muitas doenças relacionadas ao envelhecimento, os 

fibroblastos são um ótimo modelo para explorar a relação entre senescência celular, 

alterações cutâneas e doenças relacionadas ao envelhecimento.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 A PELE 

 

A pele, o maior órgão do corpo humano, é dividida em duas regiões 

sobrepostas: a epiderme e a derme. A derme é formada por tecido conjuntivo, este 

constituído principalmente por matriz extracelular (MEC) e uma população de células 

que podem ser fixas ou migrantes, como: fibroblastos, macrófagos, mastócitos, 

plasmócitos, adipócitos e leucócitos. O tecido conjuntivo exerce funções importantes 

relacionadas a suporte, defesa, modulação, sobrevivência, migração, função e 

direcionamento de atividades mitóticas das células (Gartner; Hiatt, 2003; Junqueira; 

Carneiro, 2013). 

Os fibroblastos são as células em maior quantidade no tecido conjuntivo, 

responsáveis pela síntese e secreção de componentes da MEC como fibras 

colágenas, reticulares e elásticas, além das proteoglicanas e glicoproteínas, estando 

intimamente envolvidos no processo de cicatrização de feridas e na produção de 

fatores de crescimento que controlam o crescimento e diferenciação celular. Em sua 

morfologia clássica, os fibroblastos apresentam forma alongada, com longos 

prolongamentos, núcleo eucromático e um ou dois nucléolos proeminentes (Gartner; 

Hiatt, 2003; Junqueira; Carneiro, 2013; 2014; Reilly; Lozano, 2021).  

Por estar constantemente exposta a agressões externas, ao longo dos anos, a 

pele sofre alterações provocadas pelo envelhecimento intrínseco, ou cronológico, e o 

envelhecimento extrínseco, induzido por fatores ambientais como a luz ultravioleta 

(UV), poluição e tabagismo (ZHANG et al., 2024a). Este processo de envelhecimento 

promove alterações estruturais dermoepidérmicas, induzindo o surgimento de 

características clínicas proeminentes do envelhecimento, como aparência enrugada e 

flácida da pele. Estes sinais estão diretamente relacionados à perda dos componentes 

da MEC e à síntese reduzida e degradação aumentada da MEC em fibroblastos 

envelhecidos. Sabe-se que aproximadamente 1% da síntese de colágeno e elastina é 

diminuída por ano (Chaudhary, Khan, Gupta, 2020). Dessa maneira, a espessura, a 

qualidade e a capacidade viscoelástica da pele dependem da quantidade de material 

presente na derme e de sua organização estrutural (Oriá et al., 2003; ZHANG et al., 

2024a) 
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2.2  ESTRESSE OXIDATIVO  

 

Ao longo dos anos existiram diversas teorias para explicar o envelhecimento. 

Entre as teorias propostas para explicar o envelhecimento biológico, a teoria do 

envelhecimento pelo estresse oxidativo foi uma das mais aceitas e estudadas (Simas; 

Granzoti; Porsch, 2019).  

O conceito de “estresse oxidativo” surgiu em 1985, sendo definido como um 

desequilíbrio entre oxidantes e antioxidantes, em que ocorre geração excessiva de 

radicais livres ou redução da velocidade de remoção dos mesmos. Este desequilíbrio 

leva à oxidação de biomoléculas, com consequente perda de funções biológicas e/ou 

desregulação da homeostase (Barbosa et al., 2010; Sies, 2015).  

Os mecanismos oxidativos estão ligados às espécies reativas de oxigênio 

(ROS), subprodutos de processos metabólicos que são altamente reativos. Durante a 

produção de energia mitocondrial, o oxigênio é parcialmente convertido em espécies 

reativas de oxigênio e, quando a produção de ROS excede a sua degradação, 

denominamos estresse oxidativo (Simas; Granzoti; Porsch, 2019). 

As ROS podem ser divididas em dois grupos: os radicais livres e os compostos 

não radicalares. Enquanto os radicais livres apresentam um ou mais elétrons 

desemparelhados em sua última camada eletrônica, os compostos não radicalares, 

como o peróxido de hidrogênio (H2O2) não possuem elétrons livres (Martelli; Nunes, 

2014).  

O H2O2 é um metabólito do oxigênio altamente tóxico para células, capaz de 

atravessar camadas lipídicas de membranas plasmáticas. É utilizado como um 

modelo de estresse oxidativo para diversos tipos de células, incluindo linhagens 

celulares, células tumorais e células neuronais. É um modelo rápido e apresenta bom 

custo-benefício para avaliar a suscetibilidade celular ao estresse oxidativo, 

estimulando a capacidade das células de lidar com um ambiente desfavorável 

(Rossato et al., 2024; Zabeu et al., 2022). 

São descritos diversos eventos relacionados a ROS, incluindo: 

envelhecimento, mutações, doenças neurológicas, doenças autoimunes e doenças 

metabólicas (Ferreira; Matsubara, 1997). A nível celular, ocorre o encurtamento dos 

telômeros, disfunção mitocondrial e danos ao DNA, levando a danos permanentes ou 

transitório e parada do ciclo celular (Csekes; Rackova, 2021). Todavia, vale ressaltar 

que, embora seja deletério, em baixas concentrações, o H2O2 provoca um estresse 
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oxidativo leve, controlado e transitório, atuando como um mensageiro intracelular que 

ativa diferentes vias metabólicas (Facchin et al., 2018; Ferreira; Matsubara, 1997). 

Além de induzir danos em diversas biomoléculas, as ROS ativam vias de 

sinalização que acarretam o afinamento da epiderme, hiperpigmentação, redução da 

produção de colágeno e elastina, e a síntese e ativação de metaloproteinases da 

matriz (MMPs) responsáveis pela degradação do tecido conjuntivo, que resultam na 

manifestação de vários fenótipos de envelhecimento (Gu et al., 2020).  

Ainda, o acúmulo de ROS induz a liberação aumentada do fenótipo secretor 

associado a senescência (SASP), que consiste em uma secreção de citocinas 

inflamatórias, quimiocinas, fatores de crescimento e fatores de remodelação da matriz 

que alteram o microambiente das células e contribuem para a inflamação crônica e o 

câncer (Ohtani, 2022). 

No envelhecimento da pele, têm-se o acúmulo de fibroblastos senescentes, 

células imunes excessivas e componentes fragmentados da MEC. Os fibroblastos 

podem receber sinais de envelhecimento por meio de ações parácrinas, como células 

vizinhas, como queratinócitos e melanócitos, ou por meio da secreção autócrina SASP 

induzida por fatores intrínsecos e extrínsecos, incluindo o acúmulo de ROS. Os 

fibroblastos senescentes desempenham um papel fundamental na exacerbação do 

envelhecimento cutâneo, bem como na amplificação da inflamação pela produção de 

citocinas, quimiocinas e outros fatores. Isso atrai e ativa células imunes, levando à 

inflamação não apenas na pele, mas também potencialmente em outras partes do 

corpo (Figura 1) (ZHANG et al., 2024a).  
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Figura 1. Componentes celulares da pele jovem e envelhecida 

 

Fonte: Zhang et al., 2024a 

 

Diferentes estudos utilizam o H2O2 para induzir o estresse oxidativo no modelo 

celular L929. Chen e Ames (1994) trataram fibroblastos com 200 μM de H2O2 por 2 

horas. As células entraram em senescência pela perda da capacidade de sintetizar 

DNA e reentrar no ciclo celular, que demonstrou ser acumulativa e irreversível. As 

células também não responderam a uma variedade de fatores de crescimento, 

incluindo o fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento 

fibroblástico básico e fator de crescimento epidérmico.  

Lee et al. (2003) investigaram os efeitos do estresse oxidativo e do mecanismo 

apoptótico em células L929. O tratamento com 100 μM de H2O2 induziu apoptose pela 

fragmentação de DNA nas células, ocorrendo de maneira dependente do tempo e da 

dose de H2O2 utilizada. Os autores constataram que o tratamento com peróxido de 

hidrogênio ativou a via ERK1/2 (mensageiro celular regulador da proliferação celular 

que pode promover adicionalmente a senescência) responsável por promover 

apoptose dos fibroblastos. 
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Em estudos mais recentes, Miwa et al. (2022) avaliaram a viabilidade de 

fibroblastos L929 tratados com concentrações variadas de 50 a 100 μM de H2O2 por 

2 horas. Os autores também observaram que a atividade das células diminuiu 

gradualmente de acordo com o aumento da concentração de H2O2 e o tempo de 

exposição. H2O2 induziu uma produção aumentada de malondialdeído (MDA) nas 

células L929, um marcador de estresse oxidativo. O aumento de MDA indica que há 

maior produção de ROS, peroxidação lipídica da membrana celular e apoptose. 

Vieira et al. (2020) observaram as alterações na morfologia celular de 

fibroblastos gengivais humanos expostos ao H2O2. As células perderam a sua 

morfologia clássica, de células alongadas com extensões filamentosas e passaram a 

ter morfologia arredondada e achatada. A predominância dessas alterações também 

esteve intimamente ligada ao tempo de exposição e concentração utilizados, o que 

condiz com o efeito citotóxico do H2O2 nos fibroblastos, que também apresentaram 

diminuição da viabilidade celular após o tratamento. 

Furukawa et al. (2015) analisaram os efeitos de um gel clareador com H2O2 na 

citotoxicidade, morfologia celular e expressão gênica de fibroblastos gengivais 

humanos. Os autores também observaram que o H2O2 reduziu significativamente a 

viabilidade celular, bem como mudou drasticamente a morfologia das células, que 

perderam a sua morfologia clássica em fuso e tornaram-se arredondadas, além de 

induzir a expressão de genes associados à cascata de citocina pró-inflamatória TNF-

alfa. Os autores também demonstraram que a adição de vitamina E suprimiu os danos 

provocados pelo estresse oxidativo, exercendo efeito antioxidante e anti-inflamatório.  

Outras pesquisas relatam nos seus resultados que o tratamento com 

compostos antioxidantes pode atenuar os danos provocados pelo H2O2 em 

fibroblastos L929. Chou et al. (2023) analisaram o efeito antioxidante e protetor do 

acemanano metacrilado (um polissacarídeo presente na Aloe vera) contra o estresse 

oxidativo induzido por peróxido de hidrogênio nos fibroblastos. As células foram pré-

tratadas com de H2O2 e posteriormente com o acemanana. Foi observada ação 

antioxidante do polissacarídeo por meio do aumento da viabilidade celular nas células 

danificadas (tratadas com peróxido) e saudáveis (tratadas somente com acemanana), 

indicando seu efeito benéfico na recuperação celular. 

Outros experimentos conduzidos por Cui et al. (2023) (que utilizaram o extrato 

de Sargassum thunbergii), Ryu et al. (2023) (que utilizaram extrato da flor de 

Koelreuteria henry) e Santos (2022) (que utilizou o ácido fítico), demonstram em seus 
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resultados o reestabelecimento do equilíbrio oxidativo em células L929 e atenuação 

dos danos ao DNA induzidos pelo peróxido de hidrogênio.  

 

2.3 FOTOBIOMODULAÇÃO 

 

A fotobiomodulação (FBM) é um recurso terapêutico amplamente utilizado na 

prática clínica para o tratamento da dor, inflamação, lesões e para estímulo e 

regeneração de tecidos lesionados.  

Consiste na aplicação de fontes de luz não ionizantes, como lasers de baixa 

intensidade (LLL) e diodos emissores de luz (LED) em tecidos biológicos vivos, 

produzindo diversos efeitos fisiológicos por meio da interação com fotorreceptores 

celulares chamados cromóforos (Soares, 2024). 

As reações biológicas decorrentes da FBM são classificadas como primárias e 

secundárias. Enquanto as primárias são observadas em poucos segundos ou minutos 

após a irradiação da luz, derivando da interação entre os fótons e os fotorreceptores, 

as reações secundárias são os efeitos que ocorrem em resposta às reações primárias, 

em horas ou dias após o procedimento (Chaves et al., 2014).  

A FBM utiliza feixes de luz em comprimentos de onda que incluem a luz 

vermelha (620–700 nm) ou infravermelho próximo (700–1440 nm) (Ferraresi; Huang; 

Hamblin, 2016; Hernández-Bule et al., 2024). Nestas faixas espectrais, o principal 

cromóforo ativado pela FBM é a enzima citocromo C oxidase, presente nas cadeias 

respiratórias mitocondriais. A absorção da luz influencia as características 

bioenergéticas das mitocôndrias, resultando na regulação positiva do metabolismo 

celular pelo aumento de adenosina trifosfato (ATP), espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e óxido nítrico (NO) (Maghfour et al., 2024; Ravera et al., 2021; Karu; Kolyakov, 

2005). 

A alteração do estado redox celular provocado pela FBM induz a regulação de 

diversos fatores de transcrição que promovem a síntese proteica e esta, por sua vez, 

desencadeia aumento na proliferação e migração celular, na oxigenação dos tecidos 

e promove regulação dos níveis de citocinas, fatores de crescimento e mediadores 

inflamatórios (Chung et al., 2012). 

O LED apresenta sistema condutor composto por camadas (n-p-n). Quando a 

energia elétrica é depositada, ocorre um processo de recombinação dos elétrons da 

camada “n” com a camada “p”, liberando energia na forma de luz (Bueno; Cristofolinli, 
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2014). Os dispositivos de LED podem ter diferentes comprimentos de onda, como 

400- 470 nm (luz azul), 470-550 nm (luz verde), 630-700 nm (luz vermelha) e 700-

1200 nm (infravermelho) (Lima, 2023). 

 Em comparação ao laser, o LED é uma luz não coerente e não colimada, 

todavia, o seu custo por mW potência óptica é aproximadamente 100 vezes menor 

(Zhao et al., 2022). Sendo assim, além de ser considerada uma fonte de luz barata, 

possibilita cobrir uma maior área de tratamento. O equipamento é mais leve, fácil de 

operar e menor. Por outro lado, a quantidade de estudos disponíveis sobre o uso de 

LED como fonte para terapia de fotobiomodulação é consideravelmente menor em 

comparação às pesquisas realizadas com laser. 

Assim como diversas outras terapias, a FBM apresenta relação entre a 

dosimetria e a resposta fisiológica. Com base na Lei de Arndt-Schultz, a densidade de 

energia empregada, ou seja, a quantidade de energia entregue aos tecidos (medida 

em Joules/cm²), pode produzir um efeito benéfico as células ou até mesmo inibir o 

crescimento celular. Enquanto exposições mais altas podem apresentar efeito 

inibitório na viabilidade celular, exposições mais baixas podem aumentar a atividade 

metabólica das células. Todavia estes efeitos também estão ligados ao estado 

fisiológico das células e número de ciclos realizados (Dos Santos, 2020). 

 Outro parâmetro que deve ser levado em consideração para a definição de 

protocolos de tratamento é o comprimento de onda, uma vez que, na pele, por 

exemplo, os cromóforos presentes têm coeficientes de dispersão e absorção que são 

altamente dependentes desse parâmetro. Ao aumentar o comprimento de onda, 

haverá um aumento correspondente na profundidade de penetração da luz (Ash et al., 

2017). Em tecidos biológicos, a janela óptica está entre 600nm e 1300nm. Nessas 

faixas há uma menor absorção e dispersão da luz pelos principais componentes do 

tecido (como hemoproteínas, melanina, água, colágeno), o que permite uma 

penetração mais eficiente e profunda no tecido (Yadav; Gupta, 2017). 
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Figura 2. Nível de penetração da luz de acordo com seu comprimento de onda. 

 

Fonte: Couturaud et al. (2023) 

 

Enquanto o espectro vermelho promove alterações fotoquímicas nos 

cromóforos no interior das mitocôndrias, aumentando a síntese de ATP, modulando o 

metabolismo celular e transmitindo efeitos fotobiológicos para outras partes da célula, 

a radiação infra-vermelha exerce efeitos fotofísicos sobre a membrana celular, o que 

leva ao equilíbrio iônico celular e a manutenção da polaridade da membrana celular 

por meio da bomba de sódio/potássio e canais de cálcio, promovendo a modulação 

de processos celulares (Lago, 2021). 

Diferentes estudos demonstram que a FBM apresenta efeito bioestimulador na 

reparação tecidual, aumentando o metabolismo celular e promovendo a proliferação, 

sobrevivência e migração de células como os fibroblastos, desencadeando uma maior 

síntese de proteínas como colágeno e elastina, além de acelerar o reparo tecidual e o 

fechamento de feridas (Etemadi, 2021; Hernández-Bule et al., 2024; Mokoena et al., 

2020; Vinck et al., 2003; Zhao et al., 2022). 

Wang e Kim (2020) investigaram os efeitos da FBM (660 nm) na cicatrização 

de feridas infectadas por estafilococos em ratos. Os autores observaram que o grupo 

que recebeu a irradiação apresentou um melhor processo de cicatrização quando 
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comparados aos grupos controle e sem irradiação. A FBM induziu um aumento no 

número de células epiteliais, na formação do tecido de granulação e de vasos 

sanguíneos, além de induzir uma maior produção de colágeno, promovendo a 

proliferação celular e potencializando o reparo tecidual. 

Além dos efeitos isolados descritos na literatura, a FBM também pode 

intensificar os efeitos de outras terapias quando aplicadas em um tratamento 

combinado. Amorim et al. (2023) investigaram os efeitos da associação da 

fotobiomodulação e da membrana amniótica no tratamento de queimaduras em ratos. 

Os autores observaram que a combinação das terapias foi mais efetiva quando 

comparada com o uso isolado de cada uma. Uma vez que a membrana amniótica 

funcionaria como substrato biológico, ela teria sua ação potencializada a partir do 

microambiente propicio à oxigenação, crescimento e modulação celular gerados pela 

FBM.  

Para estudos envolvendo FBM e culturas de células, Ren et al. (2016) 

destacaram que a irradiação do laser nos comprimentos de onda na faixa do vermelho 

e infravermelho próximo (660-940 nm) exibem efeitos benéficos na proliferação celular 

e na modulação da inflamação, sendo a dosagem de energia de 2-10 J/cm2 indicada 

para promover bioestimulação.  

Lee et al. (2023) trataram fibroblastos com LED utilizando diferentes 

comprimentos de onda (470, 525, 590, 630 e 850 nm) em uma densidade de energia 

de 10 J/cm2 a fim de comparar os seus efeitos na viabilidade celular. Os autores 

observaram que os comprimentos de onda de 630 e 850 nm aumentaram a viabilidade 

das células quando comparadas aos outros grupos, indicando que os efeitos 

bioestimuladores podem ser esperados quando utilizados os comprimentos de onda 

vermelho e infravermelho. 

Foi demonstrado por Zhang et al. (2003) que a FBM com LED a 628 nm regulou 

positivamente mais de 100 genes associados ao crescimento celular em fibroblastos. 

A FBM modulou a expressão de genes relacionados à proliferação celular, genes 

relacionados à mecanismos antioxidantes, relacionados à apoptose ou resposta ao 

estresse, ao metabolismo celular, à síntese e reparo do DNA, às interações célula-

célula e à componentes celulares como o citoesqueleto. Esses achados também 

enfatizam os efeitos da FBM no crescimento celular, produção de colágeno, 

capacidade antiapoptose e efeito antioxidante. 
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2.4  FOTOBIOMODULAÇÃO EM MODELO DE ESTRESSE OXIDATIVO 

 

Como dito anteriormente, os efeitos da FBM também estão atrelados ao estado 

fisiológico das células. Estudos indicam que a resposta da FBM está diretamente 

relacionada às condições de estresse, estando ausente quando aplicada a um tecido 

saudável. Ou seja, a melhor aplicação da FBM in vitro, aquela em que irá intensificar 

as funções celulares, ocorre quando as células estiverem estimuladas a alguma 

condição de estresse (Almeida-Lopes et al., 2001). 

Volpato et al. (2011) avaliaram a viabilidade celular de fibroblastos cultivados 

sob estresse nutricional irradiados com laser vermelho, laser infravermelho e led 

vermelho. O estudo indicou que a fotobiomodulação com diferentes fontes de luz 

induziu maior proliferação celular nas células cultivadas sob estresse, com melhor 

resposta no comprimento de onda de 780 nm.  

 Em um estudo similiar, Dos Santos (2020) analisou os efeitos da FBM nos 

comprimentos de onda vermelho e infravermelho (660nm e 808nm) em fibroblastos 

gengivais cultivados sob estresse nutricional, mas com o objetivo de investigar 

diferenças entre os efeitos da irradiação consecutiva, simultânea e isolada no estresse 

oxidativo. A autora observou que as irradiações consecutiva e simultânea acarretaram 

um maior aumento na viabilidade celular. Embora a irradiação consecutiva tenha 

gerado menor estresse oxidativo, a simultânea acarretou maior produção de ROS. Os 

achados indicaram um efeito sinérgico e complementar dos dois comprimentos de 

onda no interior das células, dito que os espectros vermelho e infravermelho provocam 

efeitos celulares distintos.  

Zabeu (2022) estudou o efeito fotoprotetor do laser de baixa intensidade em 

células SH-SY5Y induzidas ao estresse oxidativo com H2O2. Foi demonstrado que a 

fotobiomodulação apresentou efeito fotoprotetor diante do estresse oxidativo quando 

realizada previamente ao tratamento com H2O2, aumentando a atividade mitocondrial 

24 horas após o tratamento.  

Zuo et al. (2022) irradiaram osteoblastos tratados com H2O2., observando que 

o grupo tratado com a fotobiomodulação apresentou melhora significativa na atividade 

celular em comparação ao grupo tratado somente com H2O2, indicando que a FBM 

pode promover a sobrevivência celular, inibir os danos gerados pelo estresse oxidativo 

por meio da diminuição da expressão de ROS e consequentemente inibir a apoptose 

induzida pelo H2O2.  
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Nasuk (2023) investigou os feitos da FBM no estresse oxidativo em células 

endoteliais de veia umbilical humana submetidas à hipoxia. O autor constatou que o 

pré-tratamento com laser em 660nm e 1,5J/cm2 promoveu aumento da viabilidade 

celular, aumentou a expressão de RNAn de enzimas antioxidantes como CAT e SOD, 

diminuiu a expressão de marcadores de estresse celular e de ROS, o que indica que 

a FBM protegeu as células contra os danos celulares. 

Com o objetivo de investigar os efeitos da FBM em fibroblastos cultivados com 

alto teor de glicose (diabéticos), Chen et al. (2020) demonstraram que o laser de 635 

nm, além de aumentar a proliferação celular, inibiu a apoptose pelo aumento do 

potencial de membrana mitocondrial, e aumentou a capacidade antioxidante total das 

células pelo aumento de SOD e redução de ROS. A exposição à luz vermelha também 

diminuiu a secreção de fatores inflamatórios, sendo os melhores efeitos encontrados 

na exposição de 3J/cm2. 

Uma vez que a fotobiomodulação (FBM) é um recurso terapêutico capaz de 

modular processos oxidativos e inflamatórios, a FBM surge como uma abordagem 

promissora para a redução de danos celulares decorrentes do estresse oxidativo. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1  OBJETIVO GERAL 

 

Este trabalho busca elucidar o possível efeito fotoprotetor in vitro da 

fotobiomodulação pela associação dos LEDs 660 e 850 nm em células L929 diante 

do tratamento com H2O2 como modelo de estresse oxidativo. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Verificar alterações na atividade metabólica celular frente à exposição da 

irradiação com LED ou do H2O2; 

• Analisar alterações morfológicas nas células submetidas aos tratamentos;  

• Analisar a produção de espécies reativas de oxigênio frente aos tratamentos. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 LINHAGEM CELULAR L929 

 

A linhagem celular L929 é uma linhagem contínua de fibroblastos de 

camundongo que tem sido modelo em testes de citotoxicidade/viabilidade celular 

segundo a ISSO 10993. A mesma foi adquirida do Laboratório de Cultura de Células 

do Instituto Adolfo Lutz, São Paulo, SP, Brasil. Para o cultivo da linhagem celular L929, 

as células foram mantidas em garrafas de cultura 75cm² com meio Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM  – Gibco) suplementado com 10% de SFB (Gibco® – 

Life Technologies) e 1% antibiótico/antimicótico (Gibco® – Life Technologies) e 

incubadas em estufa a 37°C e pressão de 5% de CO2 (Forma Scientific CO2 Water 

Jacketed incubator – Instrucom Ltda). O crescimento celular foi acompanhado por 

meio de observações diárias em microscópio invertido Olympus CK40 e o meio 

trocado a cada dois dias.  

As células foram desprendidas das garrafas de cultura por tripsinização, foram 

coletadas e adicionadas em tubo de 15 mL contendo 6 mL de meio de cultura que 

seguiu para centrifugação a 5.000 RPM por 5 minutos. O pellet de células da 

centrifugação foi suspendido em 1 mL de meio de cultura e foram retirados 25 µl da 

solução para a quantificação do número de células no equipamento Tali 

(ThermoFisher) e, assim, definir o número de células a ser adicionado por poço da 

placa de cultura. As células foram distribuídas em placas de 24 poços, sendo utilizadas 

1x104 células/mL em cada poço. Após plaqueadas, as células foram incubadas em 

estufa a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas.  

 

4.2 INDUÇÃO AO ESTRESSE OXIDATIVO 

 

As células L929 foram incubadas com Peróxido de Hidrogênio 35% (Molekular 

Química, Rio de Janeiro, Brasil) diluído em meio de cultura, na concentração 

padronizada por Rossato et al. (2025) de 200 µM de H2O2.  

Conforme o resultado obtido no ensaio piloto para avaliação da atividade 

mitocondrial em diferentes tempos de incubação com o H2O2 (Fig. 5), as células L929 

permaneceram incubadas com o agente oxidante pelo período de 3 horas. Após esse 
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período, foi feita a troca do meio de cultura e as células foram incubadas em estufa a 

37°C e 5% de CO2 por 24 horas.  

 

4.3  GRUPOS EXPERIMENTAIS  

 

Foram definidos 4 grupos experimentais:  

1. Controle (Sem tratamento); 

2. LED (Irradiação simultânea com LED a 660nm e 850nm); 

3. H2O2 (Incubação com 200 µM de H2O2 em meio de cultura por 3 horas); 

4. LED + H2O2 (Pré irradiação simultânea com LED 660 e 850 nm, seguida da 

incubação com 200 µM de H2O2  em meio de cultura por 3 horas).  

 

Os grupos foram plaqueados em placas separadas e de forma intercalada por 

conta da evaporação do H2O2. 

Após os respectivos tratamentos, as células permaneceram incubadas em 

estufa a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas e, posteriormente, as análises foram 

realizadas. 

 

4.4  IRRADIAÇÃO 

 

Foi utilizado um dispositivo de LED Sportllux Ultra (fabricante Cosmedical® 

Every Eletroeletrônica Imp. Exp. Ltda, Mauá, São Paulo, Brasil) de 660nm/850nm (em 

formato de manta), com potência total de 672 mW (8 mW de potência por LED X 84 

LEDs).  

O dispositivo consiste em 84 LEDs, cada LED individual tem 8 mW de potência, 

emitindo em 660±20 nm (42 LEDs) e 850±20 nm (42 LEDs), e cobrindo uma área (A) 

de 120 cm2 com LEDs intercalados em cada comprimento de onda. O tratamento por 

irradiação com os dois comprimentos de onda é simultâneo, não havendo 

possibilidade de irradiação somente com um deles (vermelho ou infravermelho). 

A densidade de potência e fluência foram calculados de acordo com a fórmula: 

densidade de potência - (8 mW de potência por LED X 84 LEDs) / área de irradiação 

= 5,6 mW/cm²; fluência - (5,06 mW/cm² X tempo) = 5,6 X t(s) = 5,6 X 600 = 3,4 J/cm² 

(Lima; Pacheco-Soares, Silva; 2022). 
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Figura 3. Dispositivo para irradiação LED Sportllux Ultra (Cosmedical®) 

 

Fonte: Sportllux (2025). 

 

A irradiação das células ocorreu 24 horas após seu plaqueamento, em 

ambiente escuro a fim de evitar a interferência de outras fontes luminosas. Ao final da 

irradiação, cada placa levada para estufa a 37º C, em atmosfera de 5% de CO2, por 

24 horas. 

 

Figura 4. Irradiação da placa de cultura celular 

 

Fonte: Autores 

 



28 

4.5  ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL  

 

Para realização do ensaio de atividade mitocondrial, foi utilizado o reagente 

Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA). O 

Alamar Blue é composto por Resazurina, um ativo permeável às células de coloração 

azulada. Ao entrar nas células vivas, a resazurina é reduzida a resorufina, um 

composto de coloração avermelhada. Ou seja, quando adicionado às células, o 

reagente de atividade mitocondrial Alamar Blue é modificado pelo ambiente redutor 

de células vivas e há alteração na coloração. Essa mudança de cor pode ser detectada 

usando absorbância (detectada a 570 e 600 nm).  

Para realização do ensaio, o Alamar Blue foi diluído em meio de cultura, sendo 

90% meio de cultura e 10% Alamar Blue. As placas permaneceram com o reagente 

por 2 horas em estufa longe da luz e a absorbância foi lida usando um 

espectrofotômetro (SpectraCount, modelo BS10000, Packard, EUA) a 570 nm. 

 

4.6  MORFOLOGIA CELULAR 

 

Após as 24 horas de incubação em estufa a 37º C, em atmosfera de 5% de 

CO2, as placas foram levadas ao microscópio invertido (Model DM IL, Leica) para 

observação de possíveis alterações morfológicas frente aos tratamentos 

apresentados, sendo as células analisadas e fotografadas utilizado-se câmera digital 

(Model DFC 300FX, Leica). 

 

4.7  MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA  

 

4.7.1 NÚCLEO E MITOCÔNDRIAS CELULARES 

 

Para a marcação do núcleo celular foi utilizado o marcador Hoechst (Thermo 

Fisher Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA). O Hoechst é uma coloração 

de DNA permeável a células que se liga preferencialmente às regiões de adenina-

timina (A-T) do DNA. É excitada por luz ultravioleta e emite fluorescência azul a 460-

490 nm, sendo utilizado para coloração específica de núcleos. O Hoechst foi diluído 

em meio de cultura na proporção de 3:10.000. Em seguida, a placa de cultivo foi 

incubada por 10 minutos em estufa longe da luz. Após o período, os poços foram 
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lavados com PBS para retirar o excesso de corante. Para a realização das fotografias 

foi utilizado o microscópio confocal LSM 700 Zeiss. 

Para a marcação das mitocôndrias foi utilizado o Tetramethylrhodamine, Methyl 

Ester, Perchlorate (TMRM) - (Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, 

Massachusetts, EUA). O TMRM é um corante permeável às células que se acumula 

em mitocôndrias ativas com potenciais de membrana intactos. Quando as células 

estão saudáveis e têm mitocôndrias funcionais, o sinal é brilhante. O TMRM foi diluído 

em meio de cultura na proporção de 1:1.000. Em seguida, a placa de cultivo foi 

incubada por 30 minutos em estufa longe da luz. Após o período, os poços foram 

lavados com PBS para retirada do excesso de corante. Para a obtenção das 

fotomicrografias foi utilizado o microscópio confocal LSM 700 Zeiss. 

 

4.7.2 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

Para medir o estresse oxidativo nas células foi utilizado o CellROX™ Orange - 

(Thermo Fisher Scientific, Gibco, Waltham, Massachusetts, EUA). O CellROX™ é um 

corante permeável à célula que exibe fluorescência laranja brilhante após oxidação 

por espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo utilizada para medir o estresse 

oxidativo em células vivas. As células foram incubadas com o CellROX™ (5uL diluído 

em meio DMEM) durante 30 minutos em estufa longe da luz. Após o período, os poços 

foram lavados com PBS para retirada do excesso de corante. Para a obtenção das 

fotomicrografias foi utilizado o microscópio confocal LSM 700 Zeiss. 

 

4.8  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para a realização dos gráficos, utilizou-se o programa GraphPad Prism. As médias 

dos dados foram comparadas pelo teste ANOVA seguido por Tukey, estabelecendo o 

nível de significância de p<0,05.   
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5 RESULTADOS 

 

5.1 ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL – H2O2  

 

Sabendo-se da atividade citotóxica do H2O2, o primeiro experimento deste 

estudo teve como objetivo estabelecer o tempo de exposição ao H2O2, de forma que 

induzisse o estresse oxidativo nas células L929, mas sem acarretar a morte celular 

extensa, e que, portanto, pudesse ser posteriormente utilizado para avaliação do 

efeito protetor do LED. Dessa forma, foi realizado o ensaio de atividade mitocondrial 

com o reagente Alamar Blue, sendo as células L929 incubadas com 200 µM de H2O2 

por 1 e 3 horas para avaliação da citotoxicidade.  

Os resultados do ensaio de atividade mitocondrial em resposta ao tratamento com 

H2O2 podem ser visualizados na Figura 5. 

 

Figura 5. Porcentagem de atividade mitocondrial das células L929 após diferentes 
tempos de incubação com H2O2. Grupo H2O2 1H incubado com 200 µM de H2O2 de por 1 

hora e grupo H2O2 3H incubado com 200 µM de H2O2 por 3 horas. *p<0,05  

 

Fonte: Autores 

 

Conforme demonstrado na Figura 5, observa-se que após 1 hora de incubação 

com o H2O2, as células L929 apresentaram pouca redução na atividade mitocondrial, 

estando próximas ao nível do grupo controle. Entretanto, para o tempo de incubação 
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de 3 horas, foi possível observar uma diminuição significativa na atividade mitocondrial 

quando comparado ao controle (p<0,05), ainda apresentando células com atividade 

metabólica. Diante disso, o tempo de incubação de 3 horas foi definido para realização 

dos experimentos posteriores. 

 

5.2  ENSAIO DE ATIVIDADE MITOCONDRIAL – LED E H2O2
 

 

Os resultados do ensaio de atividade mitocondrial podem ser visualizados na 

Figura 6. 

 

Figura 6. Porcentagem de atividade mitocondrial das células L929 após os 
tratamentos com LED e/ou H2O2. Grupo controle (sem tratamento), grupo LED irradiado 

simultaneamente em 660 e 850 nm, grupo LED + H2O2 pré-irradiado simultaneamente em 
660 e 850 nm e incubado com 200 µM de H2O2 por 3 horas e grupo H2O2 incubado com 200 

µM de H2O2 por 3 horas. *p=0,001 

 

Fonte: Autores 

 

Os resultados demonstram que, não houve diferença significativa quando os 

grupos LED e LED+H2O2, foram comparados com o grupo Controle (sem tratamento), 

ocorrendo diferença estatística somente quando comparado ao grupo H2O2(p=0,001). 

Na comparação entre os grupos LED e LED+H2O2com o grupo H2O2, ambos 

apresentaram diferença estatística (p=0,001). 
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5.3 MORFOLOGIA CELULAR 

 

Na Figura 7 são mostradas as imagens dos fibroblastos L929, sendo: 

 A – Controle; B – LED; C – H2O2; D –LED+H2O2, sendo possível verificar que 

ocorreram modificações na morfologia das células frente aos diferentes tratamentos.  

 

Figura 7. Visualização das células por microscopia invertida. O grupo controle (A) e o 
grupo LED (B) apresentaram células com formato fusiforme (setas pretas) e células 

arredondadas (setas brancas). O grupo C apresenta restos celulares (estrelas pretas) ao 
fundo da fotomicrografia. 

 

Fonte: Autores 

 

 Em relação ao grupo controle (A), pode-se observar que a grande maioria das 

células apresentou morfologia clássica, com formato fusiforme (seta preta) e 

citoplasma abundante com prolongamentos. Em algumas células é possível visualizar 

os núcleos, que estão íntegros, grandes e com morfologia arredondada. Algumas 

células menores e arredondadas (seta branca) podem ser visualizadas, o que 

provavelmente represente células em divisão que estão desprendidas do fundo do 

poço da placa de cultura.  
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Em relação ao grupo Led (B), pode-se observar que as células também 

apresentaram morfologia clássica, com formato fusiforme e citoplasma abundante 

com prolongamentos (seta preta). Os núcleos estão íntegros e com morfologia 

arredondada. Uma quantidade maior de células desprendidas pode ser visualizada 

(seta branca), o que novamente, provavelmente, represente células em divisão que 

estão desprendidas do fundo do poço da placa de cultura. É possível observar que a 

FBM com o LED não apresentou efeito citotóxico para as células, uma vez que a 

morfologia celular e a população de células se mantiveram preservadas.  

Diferentemente, o grupo que foi induzido ao estresse oxidativo com peróxido 

de hidrogênio (C) apresentou uma evidente alteração na morfologia celular. As células 

L929 perderam completamente a sua morfologia clássica, adquirindo morfologia 

irregular, arredondada e sem prolongamentos. É possível observar que houve uma 

diminuição significativa na população celular, principalmente em comparação com os 

grupos Controle e LED. Ainda, foi observada presença de restos celulares (estrelas 

pretas), provavelmente das células que tiveram as suas membranas rompidas após o 

tratamento. Tais observações indicam que o peroxido de hidrogênio apresentou efeito 

citotóxico para as células, que sofreram morte celular após o tratamento.  

Em relação ao grupo LED+H2O2(D), quando em comparação ao grupo controle, 

também é possível observar que as células perderam a sua morfologia clássica 

compatível à resposta frente ao estresse oxidativo induzido pelo peróxido de 

hidrogênio. Todavia, é possível observar que, em comparação grupo H2O2, a 

população celular se manteve significativamente maior, o que indica que o LED 

exerceu efeito protetor às células, aliviando os danos produzidos pelo estresse 

oxidativo e induzindo a recuperação celular. 

 

5.4 MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA  

 

5.4.1 NÚCLEO E MITOCÔNDRIA 

 

Na Figura 8 são mostradas as imagens dos fibroblastos L929 com marcação 

para visualização dos núcleos e mitocôndrias, sendo:  

A – Controle; B – LED; C – H2O2; D-LED+H2O2. 
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Figura 8. Avaliação das mitocôndrias e núcleo celular por meio da marcação de 
fluorescência. Algumas células do grupo controle (A), grupo LED (B) e grupo LED+H2O2(D) 

apresentaram pontos de condensação da cromatina (setas brancas). O grupo LED+H2O2 (D) 
apresentou células no processo de divisão celular (seta amarela).  

 

 

Fonte: Autores 
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Nas fotomicrografias do grupo controle pode-se observar que as células L929 

apresentaram núcleos íntegros, arredondados e uniformes. Também é possível 

observar pontos de condensação da cromatina (seta branca). As mitocôndrias 

apresentaram distribuição normal ao redor do núcleo e por todo o citoplasma, 

indicando uma distribuição homogênea do corante e alto potencial de membrana 

mitocondrial, relevando intensa atividade mitocondrial. Essas observações são 

esperadas, uma vez que as células deste grupo não estiveram sob nenhum tipo de 

tratamento, apresentando características típicas e homogeneidade celular.  

Nas fotomicrografias do grupo irradiado pode-se observar que as células 

apresentaram diferenças na morfologia dos núcleos, em que alguns se apresentaram 

irregulares e com deslocamento no citoplasma quando comparados ao controle. 

Também foi possível observar pontos de condensação da cromatina (seta branca). 

Por outro lado, pode-se visualizar um alto potencial de membrana mitocondrial, 

distribuição normal das mitocôndrias por todo o citoplasma, além de um maior número 

de células quando comparado ao grupo controle. Um achado interessante no grupo 

irradiado foi demonstrado na Figura 9, em que é possível observar o desenvolvimento 

de mitocôndrias gigantes de aspecto globular (seta).  

Nas fotomicrografias do grupo induzido ao estresse oxidativo com H2O2, as 

células apresentaram comprometimento na morfologia celular e alterações na 

morfologia do núcleo, como redução de tamanho e perda de formato. A população 

celular também se apresentou reduzida e o potencial de membrana mitocondrial foi 

reduzido, relevando baixa atividade mitocondrial, o que indica citotoxicidade e dano 

celular induzido pelo estresse oxidativo.  

Já nas fotomicrografias do grupo que recebeu o pré-tratamento com LED antes 

da indução ao estresse oxidativo com H2O2, pode-se observar que as células estão 

mais espraiadas, com grande diferença no potencial de membrana mitocondrial, que 

está elevado por todo o citoplasma em comparação ao grupo tratado somente com 

H2O2 e semelhante ao grupo controle. É possível observar que alguns núcleos tendem 

a apresentar morfologia mais regular e pontos de condensação da cromatina (seta 

branca) quando comparados ao grupo de estresse oxidativo. Também é possível 

observar o processo de divisão celular (seta amarela). Esses achados indicam que o 

LED pode exercer efeito protetor para as células, induzindo a recuperação celular. 
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Figura 9. Visualização de mitocôndrias gigantes por meio da marcação de 
fluorescência no grupo LED (B). 

 

Fonte: Autores 

 

 

5.4.2 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

Na Figura 10 são mostradas as imagens dos fibroblastos L929 marcados com 

o Cellrox para a detecção de ROS, sendo: 

A – Controle; B – LED; C – H2O2; D-LED+H2O2. 
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Figura 10. Avaliação de ROS por meio da marcação de fluorescência. Algumas 
células do grupo LED (B) e grupo LED+H2O2 (D) apresentaram morfologia espraiada e 

alongada (setas brancas). O grupo H2O2 (C) apresentou alta emissão de fluorescência (seta 
laranja).  

 

Fonte: Autores 
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Nas fotomicrografias do grupo controle pode-se observar que as células L929 

apresentaram a fluorescência verde (espécies reativas de oxigênio) de forma pontual 

em algumas células. A marcação com Hoechst 33342 demonstrou que os núcleos 

celulares estavam íntegros e morfologicamente preservados. 

No grupo tratado com LED (Fig. 10B), há uma maior intensidade de 

fluorescência por todo o citoplasma celular, indicando maior produção de ROS. Ainda, 

é possível observar alterações na morfologia celular após o tratamento, uma vez que 

as células se apresentaram mais espraiadas e alongadas (setas brancas) em 

comparação ao grupo controle (Fig. 10B).  

Em relação ao grupo tratado com H2O2, é possível observar uma alta 

intensidade de fluorescência, principalmente ao redor dos núcleos (seta laranja), 

indicando uma alta produção de ROS (Fig. 10C). Ainda, as células se apresentaram 

arredondadas e com sinais de fragmentação devido dano celular decorrente do 

estresse oxidativo.  

Nas fotomicrografias do grupo que recebeu o pré-tratamento com LED antes 

da indução ao estresse oxidativo, os níveis de fluorescência estão menores quando 

comparados ao grupo H2O2 e ao grupo LED isoladamente, sendo possível observar 

que as células recuperaram parcialmente sua morfologia, estando espraiadas e 

alongadas (setas brancas) (Fig. 10D), sugerindo efeito protetor do pré-tratamento com 

LED contra o estresse oxidativo. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Nos últimos anos, numerosos estudos têm buscado investigar terapias que 

exibem um papel protetor contra os danos do estresse oxidativo (Baeck; Lee, 2016; 

Chen et al., 2021; Cui et al., 2023; LI et al., 2018; Michalak, 2022; Ryu et al., 2023; 

Dos Santos, 2022). Paralelamente, diversos estudos têm comprovado a eficiência da 

FBM como uma ferramenta de biomodulação em sistemas biológicos (Etemadi, 2021; 

Hernández-Bule et al., 2024; Karu; Kolyakov, 2005; Maghfour et al., 2024; Mokoena 

et al., 2020; Vinck et al., 2003; Zhao et al., 2022). No presente estudo, buscou-se 

elucidar se o pré-tratamento com LED exerceria efeito citoprotetor em fibroblastos 

L929 quando estes são submetidos ao estresse oxidativo pela exposição ao H2O2. Os 

resultados obtidos em nosso estudo demonstraram que houve biomodulação das 

células L929 frente à FBM, onde ocorreu um estímulo dos mecanismos de defesa que 

regulam a homeostase celular diante do estresse oxidativo. 

O ensaio de atividade mitocondrial possibilitou inferir que a exposição ao H2O2 

induz citotoxicidade no modelo celular L929, sendo este efeito dependente do tempo 

de exposição ao agente oxidante, visto que a exposição por um período maior (3 

horas) induziu maior redução da atividade metabólica das células quando comparado 

com um menor tempo de incubação (1 hora) (Fig. 5). Este resultado está de acordo 

com o de Lang et al. (2024), que avaliaram os efeitos do estresse oxidativo com H2O2 

em fibroblastos L929, relatando que a exposição a 264,4 μM de H2O2 por 2 horas 

resultou em uma redução de 50% da viabilidade celular, e o aumento da concentração 

e do tempo de exposição diminuiu gradualmente a atividade metabólica dos 

fibroblastos.  

Em outro estudo, Cui et al. (2023) trataram células L929 com diferentes 

concentrações de H2O2 (0-500µM) pelo período de 3 horas, a fim de avaliar a 

viabilidade celular diante da indução ao estresse oxidativo. A aplicação do H2O2 

reduziu a viabilidade das células de maneira dependente da concentração, sendo que 

200µM de H2O2 diminuiu a atividade mitocondrial das células L929 em 

aproximadamente 50%, o que também está de acordo com o resultado que obtivemos 

em nosso experimento. Dessa maneira, quando comparamos o resultado de nosso 

estudo com outros achados na literatura, pode-se concluir que os efeitos deletérios do 

H2O2 em linhagens celulares são dependentes do tempo de exposição, bem como da 

dosagem utilizada durante o tratamento (Miwa et al., 2022; Vieira et al., 2020). 
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Dado que as mitocôndrias são o principal local de produção de ROS e o seu 

excesso pode danificá-las, a disfunção mitocondrial está intimamente ligada ao 

estresse oxidativo (Rossato et al., 2024). A diminuição na capacidade respiratória da 

mitocôndria, bem como alterações em sua morfologia estão associados não só ao 

envelhecimento, mas também à outras condições patológicas associadas a ele, como 

o câncer, doenças neurodegenerativas, doenças metabólicas, dentre outras (Miwa et 

al., 2022). 

Sendo assim, após selecionar o tempo de incubação com o H2O2, o 

experimento seguinte consistiu em uma avaliação intergrupos do metabolismo celular, 

com o objetivo de comparar os efeitos dos grupos controle, H2O2, LED e LED+H2O2 a 

fim de verificar se a FBM exerceria efeitos bioestimulatórios e/ou protetores às células 

diante do estresse oxidativo. Como mostrado na Figura 6, o efeito do LED foi avaliado 

tanto de maneira isolada quanto como pré-tratamento nas células induzidas ao 

estresse oxidativo.  

Em relação a aplicação isolada da FBM, os resultados demonstraram que a 

FBM sozinha não alterou significantemente o metabolismo celular, dado que os níveis 

de células ativas do grupo irradiado e controle se mantiveram próximos. Já em relação 

ao grupoLED+H2O2, os resultados do ensaio de metabolismo celular demonstraram 

que o pré-tratamento com a luz vermelha e infravermelha protegeu as células dos 

danos ocasionados pelo H2O2, uma vez que houve aumento significativo na atividade 

mitocondrial quando em comparação ao grupo H2O2, indicando que a FBM pode 

aumentar a sobrevivência celular em um ambiente de estresse. Vale ressaltar ainda 

que, apesar de não haver significância estatística, o grupo LED+H2O2apresentou 

viabilidade celular superior ao grupo controle (Fig. 6).  

Segundo Karu (1989), a magnitude dos efeitos bioestimuladores da FBM são 

também dependentes do estado fisiológico das células. Os efeitos são evidenciados 

em células em déficit nutricional, desordem funcional ou injúria, pois essas condições 

funcionam como um gatilho para a ação da luz na tentativa de melhorar e normalizar 

a atividade celular. Em um tecido saudável não há estímulos para que a ação do laser 

seja iniciada, por isso o efeito será fraco ou ainda nenhum efeito terapêutico será 

observado. Isso explica o porquê do efeito da bioestimulação nem sempre ser 

possível, como ocorreu quando a FBM foi aplicada de maneira isolada nas células 

L929 (E Silva, 2014). 
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Laffitte et al. (2024), demonstrou que a FBM com laser de diodo em 

comprimentos de onda de 660 nm e 790 nm afetou positivamente a viabilidade de 

células pré-osteoblásticas cultivadas sob déficit nutricional, com efeitos mais positivos 

quando em comparação com a células cultivadas em condições nutricionais normais.  

Aplicando os mesmos parâmetros utilizados no presente estudo, Lima, 

Pacheco-Soares e Silva (2022) irradiaram células musculares C2C12 com LED a 660 

e 850 nm, simultaneamente, com fluência de 3,4 J/cm2, demonstrando que o 

sinergismo entre os dois comprimentos de onda induz a proliferação celular. As células 

C2C12 foram divididas em dois grupos: controle (não irradiado) e grupo de tratamento 

(irradiado). O tratamento com LED promoveu aumento na atividade mitocondrial das 

células em 32% quando em comparação com o grupo controle. Os autores também 

observaram que a fotobiomodulação nas células promoveu uma maior organização 

do citoesqueleto, o que pode ajudar na força de contração das células musculares.  

Assim como demonstrado por Lima, Pacheco-Soares e Silva (2022), os 

resultados do ensaio de atividade mitocondrial do presente estudo indicaram que a 

exposição combinada a diferentes comprimentos de onda pode levar a respostas 

aditivas ou sinérgicas.  

Enquanto os ensaios de atividade mitocondrial analisam o estado fisiológico 

das células, por meio de fotomicrografias é possível verificar a ocorrência de 

modificações na morfologia celular frente aos diferentes tratamentos. Como 

demonstrado na Figura 7, a visualização das células do grupo H2O2 indicou que o 

estresse oxidativo reduziu a densidade celular e induziu perda morfológica quando em 

comparação às células do grupo controle e LED, confirmando os resultados do ensaio 

de atividade mitocondrial em que o H2O2 apresentou efeito citotóxico para as células 

e ativou vias de morte celular (apoptose e/ou necrose), visto que com o excesso de 

ROS a célula perde a capacidade de defesa e de reparo. 

No presente estudo, com a análise da fotomicrografia do grupo LED+H2O2, 

onde as células foram submetidas ao pré-tratamento com LED previamente à indução 

ao estresse oxidativo induzido pelo peróxido de hidrogênio, em comparação ao grupo 

H2O2, observa-se que a população celular se apresentou significativamente maior (Fig. 

7), o que condiz com o aumento da atividade mitocondrial apresentado pelo Alamar 

Blue. Esses resultados podem elucidar melhor a nossa hipótese de que a 

fotobiomodulação exerce efeito protetivo e de manutenção da homeostase celular nas 

células L929. 
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Nessas condições, a ação citoprotetora da FBM se dá pela ativação do sistema 

antioxidante celular. A FBM suprime a superprodução de ROS, visto que a energia 

entregue às células aumenta o potencial de membrana mitocondrial e a geração de 

ROS pela mitocôndria é diminuída, aliviando o estresse oxidativo. Estudos 

demonstram que a FBM ativa diferentes mecanismos de defesa contra a produção 

H2O2, como o aumento da expressão gênica de enzimas antioxidantes, como 

superóxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase (Dos Santos et al., 2017; Heo 

et al., 2019; Huang et al., 2012; Macedo et al., 2016). 

A microscopia de fluorescência realizada com os marcadores TMRM e Hoechst 

coram as mitocôndrias e o núcleo em células vivas. É possível observar na Figura 8 

que o H2O2 ocasionou mudanças na morfologia dos núcleos celulares, que se 

apresentaram menores e irregulares. Segundo estudos, a difusão direta de H2O2 nas 

células pode contribuir para o alto ROS intracelular, que tem sido associado a 

alterações na organização da cromatina e na transcrição genética (Juan et al., 2021; 

Lennicke et al., 2015; Ransy et al., 2020). O H2O2 que entra nas células pode ser 

metabolizado em OH-, e sabe-se que este radical induz lesões ao DNA. ROS 

extracelulares promovem alterações na morfometria nuclear, como o tamanho e/ou 

forma do núcleo, o que está presente na senescência e em distúrbios de 

diferenciação, incluindo câncer e neurodegeneração. Isso ocorre em vista que 

estresse oxidativo afeta a função da lâmina A por oxidação, uma estrutura da 

membrana nuclear interna fundamental na manutenção da forma nuclear. Defeitos nas 

lâminas causam alterações na forma nuclear, levam à senescência e afetam a 

sinalização e o reparo de danos ao DNA (Barascu et al., 2012; Chittiboyina; Bai; 

Lelièvre, 2018). 

Em relação às mitocôndrias, pode-se observar que, enquanto as células do 

grupo controle exibem alta emissão de fluorescência de TMRM, como esperado, as 

células do grupo H2O2 mostraram baixa emissão de fluorescência, indicando pouca 

atividade mitocondrial como consequência da alta produção de ROS (Fig. 8).  

O potencial de membrana mitocondrial é um sinal de saúde celular, pois fornece 

o gradiente de carga necessário para a produção de ATP e regula a produção de ROS. 

A perda do potencial de membrana mitocondrial é um sinal de estresse e pode resultar 

na liberação de fatores apoptóticos que levam à morte celular (Barascu et al., 2012; 

Chittiboyina; Bai; Lelièvre, 2018). Segundo Miwa et al. (2022), as mitocôndrias em 

fibroblastos podem ser coradas com o TMRM, que se acumula nas mitocôndrias de 
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forma dependente do potencial de membrana. Em fibroblastos senescentes, seu 

potencial de membrana é menor (conforme indicado pela coloração fraca e irregular 

de TMRM), sendo a disfunção mitocondrial e a produção de ROS associada 

encontradas na senescência induzida por estresse oxidativo. 

Estudos indicam que a incubação com H2O2 induz fragmentação da rede 

mitocondrial e afeta diretamente o potencial de membrana mitocondrial (MMP), 

fazendo com que as células apresentem menor capacidade de reserva para 

respiração. A morte celular induzida pelo estresse oxidativo nas células pode ocorrer 

via apoptose, bem como necrose, estando associada ao colapso de MMP (Fan; 

Hussien; Brooks, 2010; Park, 2013). 

Por outro lado, o tratamento com a FBM, tanto no grupo LED quanto no grupo 

LED+H2O2, induziu uma maior emissão de fluorescência de TMRM (Fig. 8), indicando 

que a irradiação promoveu maior capacidade energética da membrana mitocondrial e 

potencialmente maior síntese de ATP. A morfologia das células do grupo LED+H2O2 

também foi alterada, pois elas estiveram espraiadas, sendo possível observar o 

processo de divisão celular (seta amarela), condizente com o estado metabólico da 

célula (Fig. 8). 

Um achado interessante foi demonstrado no grupo LED, em que foi possível 

observar o desenvolvimento de mitocôndrias gigantes (Fig. 9, seta). Segundo 

Manteifel, Bakeeva e Karu (1997), o surgimento dessas mitocôndrias ocorre 

possivelmente pela fusão de várias mitocôndrias pequenas. As mitocôndrias gigantes 

fornecem maiores níveis de respiração e renovação energética em células irradiadas, 

o que condiz com o fato de a FBM induzir aumento do ATP celular.  

A marcação com o corante Cellrox foi utilizada para a detecção de ROS. Na 

figura 10 observa-se que o grupo tratado com LED apresentou maior intensidade de 

fluorescência por todo o citoplasma celular, indicando maior produção de ROS. Ainda, 

é possível observar que as células se apresentaram mais espraiadas e alongadas em 

comparação ao grupo controle. Essa diferença nos níveis de ROS no grupo LED se 

dá pela absorção da luz pelo fotorreceptor, que resulta na atividade de várias 

moléculas, incluindo espécies reativas de oxigênio e estas, posteriormente, atuam 

como um mensageiro secundário, resultando na ativação e estimulação de várias vias, 

incluindo síntese de proteínas, migração celular, proliferação celular e enzimas 

antioxidantes (Dompe et al., 2020). 
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Já no grupo tratado com H2O2, também é possível observar uma alta 

intensidade de fluorescência pelo corante Cellrox, principalmente ao redor dos 

núcleos, indicando uma alta produção de ROS (Fig. 10). Todavia, as células 

apresentaram menor densidade, perderam a sua morfologia e apresentaram sinais de 

fragmentação devido ao dano celular decorrente do estresse oxidativo. Liu et al. 

(2024) utilizaram o H2O2 para induzir o estresse oxidativo em uma linhagem celular de 

fibroblastos da pele humana. As células apresentaram menor densidade celular e se 

tornaram menos alongadas, mais largas e menos fusiformes em comparação às 

células de controle. A geração de ROS intracelular foi detectada usando o reagente 

CellROX, onde foi constatado que o H2O2 aumentou os níveis de ROS, indicativo de 

estresse oxidativo nas células expostas. As células foram expostas a concentrações 

crescentes de H2O2 (100, 200, 400, 800 e 1.200 μM) por 3 h, sendo as alterações mais 

perceptíveis de acordo com o aumento da dosagem. 

Quando comparamos os resultados do presente estudo com os achados de 

Xin, Gongo e Hong (2022), pode-se concluir que o estresse oxidativo provocado pelo 

H2O2 reduz o potencial de membrana mitocondrial e leva ao acúmulo de ROS, este 

por sua vez sobrecarrega a capacidade antioxidante intrínseca, resultando em 

estresse oxidativo e danos celulares, o que também pode ser observado por meio de 

alterações na configuração/morfologia celular. A superprodução de ROS promove 

efeitos deletérios nas biomoléculas celulares e mitocôndrias, acarretando assim, na 

redução da atividade mitocondrial.  

Em contrapartida, as células do grupo que recebeu o pré-tratamento com LED 

antes da indução ao estresse oxidativo apresentaram nível de fluorescência mais 

baixo quando comparadas às células do grupo H2O2 e do grupo LED isoladamente 

(Fig. 10). Quando em comparação ao grupo H2O2, a FBM induziu as células a 

recuperarem a sua morfologia, retornando à forma espraiada e alongada. Ainda, é 

possível observar aumento da população celular (Fig. 10), confirmando os resultados 

obtidos no ensaio de atividade mitocondrial.  

Rossato et al. (2025) utilizaram o LED a 660 nm como pré-tratamento em 

células SH-SY5Y incubadas com H2O2, observando o efeito neuroprotetor da FBM, 

que, por meio do aumento de ATP e da redução de ROS, preservou a atividade 

mitocondrial e a viabilidade celular, aumentando assim a sobrevivência e a 

proliferação celular diante do estresse oxidativo, promovendo defesas antioxidantes e 

melhorando a função mitocondrial. 
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Nossos resultados demonstram que o tratamento com H2O2 induz danos 

oxidativos em fibroblastos L929, pela elevação dos níveis de ROS intracelular, bem 

como diminuição da atividade mitocondrial, do potencial de membrana mitocondrial e 

pela perda da morfologia das células. Estes achados corroboram com estudos 

anteriores que destacam o uso do H2O2 como um indutor de senescência prematura 

e estresse oxidativo em linhagens celulares (Chou et al., 2023; Cui et al., 2023; Lang 

et al., 2024; Miwa et al., 2022; Ransy et al., 2020; Tsai et al., 2020; Vieira et al., 2020; 

Vilema-enríquez et al., 2016; Zhang et al., 2024b). 

Por meio dos ensaios realizados, pôde-se comparar metabolicamente e 

morfologicamente o comportamento das células diante do estresse oxidativo quando 

pré-tratadas com LED ou na ausência dele. Assim, somando com os resultados 

obtidos pelo ensaio de atividade mitocondrial, observou-se que o uso do LED induziu 

melhoras nas características morfológicas das células e promoveu manutenção da 

homeostase celular nas células L929, sugerindo um papel antioxidante. Estes 

achados corroboram estudos anteriores que demonstram que a FBM pode auxiliar na 

recuperação celular e reduzir o estresse oxidativo (Asgari et al., 2024; Chen et al., 

2020; De Marchi et al., 2011; Luo et al., 2013; Rossato et al., 2025; Zabeu, 2022; Yang 

et al., 2020).  
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7 CONCLUSÃO 

 

 Conclui-se que o pré-tratamento com a irradiação simultânea do LED 660 e 850 

nm exerce efeito protetor contra a ação do H2O2 em células fibroblásticas L929, por 

meio da manutenção da viabilidade celular, da atividade mitocondrial, diminuição da 

produção de ROS e preservação da morfologia celular. Desta forma, a FBM pode ser 

utilizada para auxiliar a prevenir e mitigar danos oxidativos, com possíveis aplicações 

em contextos clínicos e terapêuticos. 
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