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Resumo 
A destruição tecidual associada aos quadros de osteomielite está 

relacionada aos constituintes e aos produtos dos microorganismos 
infectantes e à ativação de células do próprio tecido e do sistema 
imunológico. O lipopolissacarídeo (LPS), componente da parede 
de bactérias gram-negativas, é um potente indutor de reabsorção 
óssea. Por outro lado, o laser em baixa intensidade (LBI) tem sido 
utilizado em tecidos ósseos com o intuito de acelerar o processo de 
reparo. Este estudo avaliou os efeitos do LBI sobre a proliferação de 
osteoblastos cultivados em situação de simulação de infecção. Para 
tanto, osteoblastos da linhagem OSTEO-1 (derivados de calvária 
de ratos), cultivados na presença LPS (E.coli), foram irradiados com 
LBI (Ga-Al-As, 780 nm, 10 mW, 12s, 0,12 J, 3 J/cm2) e submetidos 
a ensaios de proliferação em períodos de 1, 3 e 5 dias (MTT). Os 
resultados não mostraram diferenças estatisticamente significantes 
entre os grupos em relação à proliferação celular. Nos parâmetros 
e períodos avaliados, o LPS e o LBI não foram capazes de alterar a 
proliferação de osteoblastos cultivados em situação de simulação de 
infecção, sugerindo que outros tipos celulares devem estar envolvidos 
nos processos de reabsorção e de reparo ósseo ligados a infecções e 
a utilização do LBI.
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Artigo original

Abstract
The tissue destruction associated with bone infection is related 

to the constituents of infectious microorganisms, their products and 
the activation of secretory cells of the tissue itself and the immune 
system. The lipopolysaccharide (LPS), wall component of gram-
-negative bacteria, is a potent inducer of bone resorption. On the 
other hand, the low level laser therapy (LLLT) has been used in bone 
tissue in order to accelerate the repair process. The present study 
evaluated the effects of LLLT (AsGaAl 780 nm, 3 J/cm2, 10 mW, 
beam spot of 0.04 cm2, total energy 0.12 J) on the proliferation of 
osteoblasts cultured in the presence of LPS. The MTT method was 
employed to evaluate cell proliferation after 1, 3 and 5 days. The 
results showed no statistically differences in relation to cell prolife-
ration between the groups. In these parameters, neither LLLT nor 
LPS were able to change the proliferation of osteoblasts cultured 
in a infection simulation model, suggesting that other cells types 
maybe involved in the processes of bone resorption and of bone 
repair linked to infection and the to LLLT.
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Introdução

Os quadros de osteomielite são em geral dominados por 
uma flora bacteriana mista, composta em sua maioria por 
bactérias Gram-negativas [1,2]. Dentre os componentes 
bacterianos, o lipopolissacarídeo (LPS) da parede de bactérias 
Gram-negativas tem sido descrito como capaz de alterar o me-
tabolismo ósseo, diminuindo a sua formação e aumentando 
a sua reabsorção [3-5], porém seu mecanismo de ação ainda 
não está totalmente estabelecido.

Por um lado, os efeitos do laser em baixa intensidade 
(LBI) no tecido ósseo são bastante controversos, sendo que 
as pesquisas mostram resultados diferentes e conflitantes 
[6,7]. 

Uma das hipóteses para explicar o efeito do LBI sobre o 
tecido ósseo seria que a energia laser excita os citocromos, 
resultando em aumento da atividade celular, maior concen-
tração de ATP, fosfatase alcalina e liberação de cálcio, podendo 
afetar positivamente este processo [8-11]. Porém, mantêm-se 
incerto se os efeitos bioestimulantes do LBI sobre o tecido 
ósseo se devem a um efeito generalizado ou a estimulação dos 
osteoblastos isoladamente [6,12].

Deste modo, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito 
do LBI na proliferação de osteoblastos (linhagem OSTEO-1) 
cultivados na presença de LPS (E.coli) em um modelo de 
simulação de infecção óssea.

Material e métodos

As células OSTEO I [13] foram cultivadas no meio de 
cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Vitrocell, 
Campinas, SP, Brasil), contendo 10% de soro fetal bovino 
(Vitrocell, Campinas, Brasil) e 1% de solução antibiótica-an-
timicótica (Vitrocell, Campinas, SP, Brasil). Os osteoblastos 
foram mantidos em estufa a 37ºC, numa atmosfera úmida 
contendo 5% de CO2 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, EUA). 

Tratamento com LPS bacteriano (modelo de 
simulação de infecção)

O LPS de Escherichia coli O26:B6 (Sigma, St. Louis, 
MO, EUA) foi adicionado ao meio de cultura dos grupos 
experimentais, a fim de obter-se as concentrações finais de 
0,1, 1 e 10 µg/ml [14]. Os grupos controle não receberam o 
tratamento com LPS.

Irradiação laser em baixa intensidade (LBI)

A irradiação laser foi realizada com o aparelho Ga-Al-
-As Twin-laser (MM Optics, São Carlos, SP, Brasil), que 
tem área do cabeçote de 0,04 cm2, no comprimento de 
onda de 780 nm. A aplicação foi única, tendo os seguintes 
parâmetros: 3 J/cm2, 10 mW, tempo de aplicação de 12 

segundos, 0,12 J [15]. A potência de saída dos lasers foi 
checada por meio de um medidor de potência LaserCheck 
(Coherent, Santa Clara, CA, EUA). A irradiação deu-se 
num tubo de centrifugação contendo o precipitado celular, 
sendo aplicada de baixo para cima, para que a irradiação 
atingisse diretamente o precipitado celular com o mínimo 
de interferência do meio de cultivo, em um único ponto 
do lado de fora do tubo. O ambiente foi mantido com 
obscuridade parcial para não haver interferência da luz 
externa [16-18]. 

Ensaios de proliferação celular (método 
MTT) 

Após o tratamento com LPS (nas concentrações de 0,1; 
1 e 10 µg/ml) e a irradiação laser, os osteoblastos (5x103) 
foram incubados em placas de cultura de fundo chato de 
96 poços (TPP, St. Louis, MO, EUA) e mantidos em estufa 
em atmosfera úmida a 37°C e 5% CO2 por períodos de 
1, 3 e 5 dias. Após os diferentes períodos de cultivo, foi 
realizada a retirada do meio de cultura por inversão da placa 
e lavagem com 100 µl de PBS 1x. Então foi adicionado 
50 µl de MTT (0,5 mg/ml em tampão) (Thiazolyl blue – 
Sigma, St. Louis, MO, EUA) e realizada uma incubação de 
3 h a 37ºC. Após a incubação, 100 µl de isopropanol foi 
adicionado em cada poço e a absorbância foi medida a 620 
nm usando um leitor de microplacas (Anthos2020, Anthos 
Labtec Instruments, Wals, Austria). Os experimentos foram 
repetidos três vezes, de forma independente, e os dados 
de densidade óptica (DO) medidos como absorbância 
(correspondente à proliferação celular) foram obtidos em 
quadruplicata e estão representados como médias ± valores 
de desvio padrão (DV). 

Análise dos resultados

As comparações entre os grupos foram feitas utilizando 
análise de variância (ANOVA). O teste de Tukey foi utiliza-
do para determinar diferenças significativas entre os grupos. 
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente signi-
ficativos. Os dados foram analisados por meio do programa 
GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, 
EUA).

Resultados

Não houve diferença entre a proliferação celular dos dife-
rentes grupos avaliados, ou seja, controle, irradiados com LBI, 
tratados com LPS e tratados com LPS associado à irradiação 
com LBI, nos diferentes períodos avaliados (Figura 1).

Além disso, foi possível verificar que houve um aumento 
da proliferação celular em função do período de incubação, 
conforme o esperado (Figura 1).
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Assim, buscamos comparar nossos resultados aos obtidos 
por autores que utilizaram o mesmo diodo emissor, a mesma 
intensidade e o mesmo comprimento de onda utilizados em 
nosso estudo, encontramos os artigos de Fujihara et al. [31] 
e de Petri et al. [32]

Fujihara et al. [31] cultivaram osteoblastos da linhagem 
OSTEO-1 em situação de carência nutricional (5% SFB) e 
observaram que, nesta situação experimental, a irradiação 
laser nos mesmos parâmetros utilizados por nós acarretou 
um aumento na proliferação celular após 3, 5 e 7 dias de 
cultivo, utilizando o método exclusão do corante vital azul 
de Trypan. Os resultados destes autores não podem ser dire-
tamente comparados aos nossos pela diferença na condição 
nutricional de cultivo das células e também pela diferença na 
metodologia de avaliação.

Já Petri et al. [32] utilizaram o laser de GaAlAs sobre 
culturas primárias de osteoblastos humanos cultivados sobre 
titânio. As células foram expostas a doses de 3 J/cm2 (780 nm, 
70 mW, 9 minutos, aplicação realizada a 12,63 cm da fonte) 
e após 3 e 7 dias de cultivo, os grupos irradiados também 
não demonstraram crescimento celular diferente do grupo 
controle (sendo o crescimento celular aferido pelo método 
de imunofluorescência). Embora os resultados deste artigo 
sejam os mesmos aos quais apresentamos, também existe uma 
diferença metodológica importante no modo de aplicação da 
irradiação laser e também na aferição dos resultados.

Um artigo recente avaliou o efeito do LBI sobre a adesão 
e a proliferação (MTT) de linhagem osteoblastos (MG63) 
derivada de osteosarcoma humano após 1, 2, 8 e 12 horas. 
A linhagem foi cultivada com LPS de E.coli. (dose não in-
formada) e irradiada com laser pulsado (920 nm, 5 e 10 J/
cm2, 500 mW, área de 0.25 cm2, tempo de aplicação de 2,5 
e 5 s). Os autores observaram que após 12 horas havia um 
número significativamente maior de células aderidas nas placas 
irradiadas, porém este número foi menor que o número de 
células aderidas após 8 horas de cultivo. Novamente é difícil 
comparar os resultados obtidos por estes autores com os nossos 
porque a dose de LPS usada não foi informada e os parâmetros 
da laserterapia são muito diferentes, além disso, estes autores 
usaram uma linhagem de células tumorais o que diferem 
da linhagem utilizada no presente estudo (não tumoral). As 
linhagens de osteoblastos derivadas de culturas primárias 
de osteoblastos (MC3T3) e as derivadas de osteosarcoma 
(MG63) respondem de maneira diferente à laserterapia [28].

Conclusão

Concluindo, os resultados deste estudo sugerem que nas 
condições experimentais descritas, o LPS advindo de E. coli, 
nas concentrações de 0,1, 1 e 10 µg/ml, não altera a prolifera-
ção celular de osteoblastos da linhagem OSTEO-1 (em 1, 3 e 
5 dias de cultivo) e que o LBI (780 nm, 3 J/cm2, 10 mW), por 
sua vez, também não altera a resposta dos osteoblastos ao LPS 
no que se refere à proliferação. Assim existe a necessidade de 

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

O efeito do LBI sobre os quadros de osteomielite ainda 
não foi descrito, deste modo, é importante que possamos 
obter dados referentes ao mecanismo de ação deste recurso 
terapêutico neste modelo analisando primeiramente os seus 
efeitos sobre os diferentes tipos celulares que o compõem. 
Neste sentido, o presente estudo buscou avaliar o efeito do 
LBI em osteoblastos de linhagem, cultivados com LPS, já que 
este composto bacteriano é um potente indutor de reabsorção 
óssea, fato este característico da osteomielite.

Os resultados deste artigo demonstram que o LBI não alte-
rou a proliferação de osteoblastos cultivados com LPS advindo 
de E.coli (0,1, 1 e 10 µg/ml) após 1, 3 e 5 dias de cultivo.

Em alguns artigos que descreveram isoladamente o papel 
do LPS de E.coli sobre a proliferação de osteoblastos, este 
também não altera a proliferação celular, independente da 
concentração e dos períodos avaliados [1,2,5,14,19], já no 
trabalho de Wang et al. [20], o LPS de E.coli usado em baixa 
concentração (500 ng/mL) foi capaz de estimular a prolifera-
ção de osteoblastos MC3T3-E1 após 6 e 12 horas de cultivo. 
Os nossos resultados com a linhagem OSTEO-1, mostraram 
que o LPS derivado de E.coli não altera a proliferação celular 
(quando comparado ao grupo controle não tratado) em perío-
dos de cultivo de até 5 dias quando usados nas concentrações 
de 0,1, 1 e 10 µg/ml.

Já com relação ao LBI, os estudos conduzidos em culturas de 
osteoblastos utilizando diferentes parâmetros dosimétricos mos-
tram efeito positivo [21-27], inibitório [28,29] ou ainda ausência 
de efeito [30] em relação à estimulação da proliferação celular.
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novos estudos que possam estabelecer se recurso terapêutico 
pode ou não exercer um papel importante na modulação do 
processo de reparo na presença de infecções ósseas e qual seria 
seu mecanismo de ação.
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