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Resumo  

Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do Laser de Baixa Potência no comprimento de onda vermelho de 

660nm na proliferação osteogênica das células-tronco mesenquimais do cordão umbilical humano. Foi realizado o 

processamento do cordão, que consiste na secção do cordão em fragmentos; lavagem com a solução; separação e 

descarte dos vasos do estroma; secção da geleia remanescente e colocação em garrafas de cultura com Meio DMEM 

suplementado com 15% de SFB, 20% de Ham F-12 Gibco® e antibióticos e mantidas em estufa de CO2 a 37º C e 5% 

de CO2; o meio de cultura foi trocado em 24h e 7 dias, após esse período ficou sendo trocado a cada 72h, até a 

migração espontânea das células para a superfície; ao atingir a confluência de 80%. As células foram utilizadas na 

terceira passagem, onde foram tripsinizadas, ressuspendidas e realizado a contagem do número de células para 

plaqueamento em 96 poços. 24 horas após o plaqueamento foram inseridos os indutores de diferenciação; e as células 
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pertencentes aos grupos de LBP foram irradiadas. A curva de proliferação foi realizada pelo ensaio de MTT. Foi 

adicionado solução contendo 0,5 mg MTT por mL de meio, após incubação a 37 ° C por 4 h protegido da luz, o 

DMSO será adicionado às células. A absorbância foi lida através do espectrofotômetro a 562 nm com 24, 48 e 72 

horas para estabelecer curva de proliferação das células. A proliferação das CTMs foi maior nas células submetidas ao 

meio regular e o LBP apresentou efeito positivo na proliferação das CTMs associadas ao meio osteogênico.  

Palavras-chave: Células-tronco; Cordão umbilical; Laser de baixa potência; Proliferação celular. 
 

Abstract  

This work aims to evaluate the effect of Low Power Laser at red wavelength of 660nm on osteogenic proliferation of 

human umbilical cord mesenchymal stem cells. Processing of the cord was performed, consisting of sectioning the 

cord into fragments; washing with the solution; separation and discarding of the stromal vessels; sectioning of the 

remaining jelly and placement in culture bottles with DMEM medium supplemented with 15% SFB, 20% Ham F-12 

Gibco® and antibiotics and kept in a CO2 oven at 37º C and 5% CO2; The culture medium was changed in 24h and 7 

days, after this period it was changed every 72h, until the spontaneous migration of cells to the surface; when 80% 

confluence was reached. The cells were used in the third passage, where they were trypsinized, resuspended, and the 

number of cells was counted for plating in 96 wells. 24 hours after plating, the differentiation inducers were inserted, 

and the cells belonging to the LBP groups were irradiated. The proliferation curve was performed by the MTT assay. 

Solution containing 0.5 mg MTT per mL of medium was added, after incubation at 37 °C for 4 h protected from light, 

DMSO will be added to the cells. The absorbance was read by spectrophotometer at 562 nm at 24, 48 and 72 h to 

establish cell proliferation curve. The proliferation of MSCs was higher in cells submitted to the regular medium and 

LBP showed a positive effect on the proliferation of MSCs associated with the osteogenic medium. 

Keywords: Stem cells; Umbilical cord; Low power laser; Cell proliferation. 

 

Resumen  

Este trabajo tiene como objetivo evaluar el efecto del láser de baja potencia en la longitud de onda roja de 660nm en 

la proliferación osteogénica de las células madre mesenquimales del cordón umbilical humano. Se realizó el 

procesamiento del cordón, que consistió en la sección del cordón en fragmentos; el lavado con la solución; la 

separación y el descarte de los vasos estromales; la sección de la gelatina restante y la colocación en frascos de cultivo 

con medio DMEM suplementado con 15% de SFB, 20% de Ham F-12 Gibco® y antibióticos y mantenido en una 

estufa de CO2 a 37º C y 5% de CO2; El medio de cultivo se cambió a las 24h y a los 7 días, después de este periodo 

se cambió cada 72h hasta la migración espontánea de las células a la superficie; cuando se alcanzó el 80% de 

confluencia. Las células se utilizaron en el tercer pasaje, en el que se tripsinizaron, se resuspendieron y se contó el 

número de células para su colocación en 96 pocillos. 24 horas después de la colocación, se introdujeron los inductores 

de diferenciación y se irradiaron las células pertenecientes a los grupos LBP. La curva de proliferación se realizó 

mediante el ensayo MTT. Se añadió una solución que contenía 0,5 mg de MTT por mL de medio, tras incubar a 37 °C 

durante 4 h protegido de la luz, se añadirá DMSO a las células. La absorbancia se leyó en el espectrofotómetro a 562 

nm a las 24, 48 y 72 h para establecer la curva de proliferación celular. La proliferación de las MSC fue mayor en las 

células sometidas al medio regular y el LBP mostró un efecto positivo en la proliferación de las MSC asociadas al 

medio osteogénico. 

Palabras clave: Células madre; Cordón umbilical; Láser de baja potencia; Proliferación celular. 
 

1. Introdução  

As células-tronco mesenquimais (CTMs) são células indiferenciadas caracterizadas pela sua capacidade de 

autorrenovação, proliferação e diferenciação em diversos tipos de células e tecidos (multipotência). Essas células podem ser 

isoladas a partir de vários tecidos, como medula óssea, cordão umbilical, polpa dentária, ligamento periodontal e tecido 

adiposo (Casagrande et al., 2010; Kim et al., 2012; Soleimani et al., 2012; Ozeki et al., 2014; Barboza et al., 2014). Fatores 

químicos e físicos modulam a proliferação celular das CTMs. Os agentes químicos incluem fatores de crescimento e 

hormonais que participam desse processo (Barboza et al., 2014; Soltani et al., 2016).  

  Verificou-se que as CTMs secretam amplo espectro de citocinas e fatores de crescimento, fator de crescimento 

endotelial vascular (VEGF), particularmente a proteína-1 de monócitos, e fator de crescimento de hepatócitos. Esses fatores de 

crescimento estimulam a proliferação de fibroblastos, aceleram o processo de angiogênese e ajudam a resposta inflamatória e 

cicatrização das feridas. No entanto, é necessária a combinação de fatores de crescimento e agentes de diferenciação para 

provocar a diferenciação das células-tronco (Lipovsky et al., 2013; Ravindran et al., 2013).  
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Diversos estudos têm demonstrado que fatores físicos como a irradiação de luz de baixa potência fornecida por diodos 

emissores de luz (LED) e Laser de baixa potência (LBP) promovem a aceleração da proliferação dessas células (Barboza et al., 

2014; Soltani et al., 2016). 

  Os efeitos biomuladores do LBP a níveis celulares e moleculares têm sido demonstrados em vários estudos. O 

processo de fototerapia a Laser começa quando fótons são absorvidos por cromóforos biológicos, localizados em organelas 

(lisossomos e mitocôndrias) ou na membrana celular. Esses cromóforos interagem com os comprimentos de onda do Laser, 

convertendo a energia fotônica em energia química dentro da célula, sob a forma de Trifosfato de Adenosina (ATP), o que 

auxilia a normalização da função celular, o alívio da dor, modula a inflamação e acelera cicatrização, observando-se o aumento 

de proliferação e a sua diferenciação, assim como o aumento do conteúdo de cálcio citoplasmático (Koutná et al., 2003; Kim et 

al., 2012; Lipovsky et al., 2013; Soltani et al., 2016).  

Diante desse contexto, a complexidade biológica e a arquitetura dos diversos tecidos, juntos à necessária 

vascularização, inervação e deposição de arcabouços de matriz extracelular caracterizam o grande desafio da Engenharia 

Tecidual. O órgão dentário, quando danificado por infecção bacteriana, lesão traumática ou desgaste, tem sua função 

restabelecida através da utilização de materiais sintéticos. A renovação desses tecidos dentários através das CTMs pode 

produzir novas perspectivas terapêuticas, sendo uma abordagem promissora para resolução dos problemas de perdas dentárias 

(Li et al., 2013; Ozeki et al., 2014). 

  Dessa forma, o potencial terapêutico das células-tronco e as perspectivas de uma medicina regenerativa são 

promissores. Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do Laser de Baixa Potência no comprimento de onda 

vermelho de 660nm na proliferação osteogênica das células-tronco mesenquimais do cordão umbilical humano. 

 

2. Metodologia  

O projeto está cadastrado no Comitê de Ética, CAAE 36018214.2.0000.5207. Trata-se de um estudo laboratorial in 

vitro de amostras independentes, que simulará condições biológicas em laboratório, fornecendo bases e princípios que poderão 

ser estudados em ensaios clínicos.  Foi utilizada a estrutura do Laboratório de Biofísica das membranas e células-tronco do 

Departamento de Biofísica e Radiobiologia da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), o equipamento de Laser do 

Centro de Biofotônica da Faculdade de Odontologia de Pernambuco – Universidade de Pernambuco (FOP- UPE) e a estrutura 

do Laboratório de Imunopatologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães.  

 

2.1 Obtenção do cordão umbilical  

Antes da coleta do cordão umbilical, os pais foram informados sobre os riscos e benefícios da pesquisa. Os 

progenitores que concordaram, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O cordão umbilical (figura 

1) foi coletado de forma padronizada no Hospital D’Ávila (convênio firmado com a UFPE) imediatamente após o parto 

cesariano e depositado em um recipiente de vidro com solução fisiológica estéril de tampão fosfato salino (PBS) e Ácido 

Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) (3mM), contendo Penicilina (200 UI/ml), Estreptomicina (200 g/ml) e Anfotericina B (5 

μg/ml). O mesmo foi acondicionado e transportado em um cooler com gelo a uma temperatura aproximada de 4 °C para o 

Laboratório de Biofísica das membranas e células tronco do Departamento de Biofísica e Radiobiologia da UFPE. O intervalo 

entre a coleta e o processamento do cordão foi de no máximo 3 horas.  
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Figura 1: Obtenção do cordão umbilical. 

 

Fonte: Autores. 

 

2.2 Isolamento e cultura das células de cordão umbilical  

Dentro do fluxo laminar e com instrumental estéril, o cordão foi cortado em pedaços de aproximadamente 2 cm e 

lavado com a solução estéril fisiológica PBS/EDTA, até completa remoção do sangue e fluídos contidos nos vasos do cordão 

umbilical. Os vasos foram separados do estroma do cordão umbilical e em seguida descartados. A geleia tecidual remanescente 

foi cortada em pequenos pedaços quadrados com cerca de 0,5 cm de largura e colocados em garrafas de cultura com Meio 

Dulbecco de Eagle Modificado (DMEM) Gibco® suplementado com 15% de Soro Fetal Bovino (SFB) Gibco®, 20% de Ham 

F-12 Gibco® e antibióticos. As garrafas foram mantidas em estufa de CO2 a 37º C e 5% de CO2.  

 

Figura 2: Processamento do cordão umbilical. 

 

Fonte: Autores. 

 

O meio de cultura foi trocado com 24 horas e os fragmentos foram mantidos em repouso por 7 dias. Decorrido este 

tempo, o meio de cultura foi trocado a cada 72 horas até que ocorra a migração espontânea das células da geleia de Wharton 

para a superfície plástica da garrafa de cultura e, com cerca de 21 dias, foi atingida uma confluência de aproximadamente 80%. 

Atingida a confluência, os fragmentos de tecido foram removidos e as células foram tripsinizadas com uma solução 0,05% 

tripsina / 0,02% EDTA/PBS durante 5 minutos, para que ocorra o seu desprendimento. Após o desprendimento das células, a 

solução de tripsina foi inativada com DMEM suplementado 15% SFB. A alíquota obtida foi colocada em um falcon de 15 ml e 
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centrifugada (1200 rpm/ 5 min) para obtenção do precipitado. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi distribuído em 

mais garrafas com DMEM suplementado 15% SFB, caracterizando a primeira passagem de células. O meio de cultura foi 

trocado a cada 72 horas, até que as células atinjam a confluência de 80% procedendo-se a segunda passagem. O experimento 

propriamente dito foi realizado após a terceira passagem das células, havendo em média uma semana de intervalo entre as 

passagens. 

 

Figura 3: Plaqueamento do cordão umbilical. 

 

Fonte: Autores. 

 

Realizada a terceira passagem e atingida a confluência de 80%, as células foram analisadas para confirmar a sua 

natureza de células-troncos através da fenotipagem das células-tronco mesenquimais. As aquisições e analises foram realizadas 

no citômetro de fluxo FACScalibur (BD Bioscience, San Jose, CA, USA), disponível no Laboratório de Imunopatologia do 

Centro de Pesquisa Aggeu Magalhães, com um total de 30.000 eventos por amostra. As células foram incubadas com 

anticorpos monoclonais fluorescentes CD90 (eBioscience), CD44 e CD29 (Southern Biotech) associados a Isotiocianato de 

Fluorescceína (FITC), e CD45, CD34 e CD31 associados a Ficoeritrina (PE), todos diluídos 1/2000, mantidos a 4 ºC, por 60 

min.  

Para os experimentos de diferenciação celular, as células foram tripsinizadas ressuspendidas e realizada a contagem 

do número de células para plaqueamento em 24 poços. Foi colocado em cada poço um volume correspondente a 5 x 104 

células. As placas de cultura foram mantidas na estufa de CO2 a 37º C e 5% de CO2. A expansão das células foi monitorada 

diariamente (Oliveira et al., 2010).  

 

2.3 Meio indutor Osteogênico 

Após 24 horas de plaqueamento foram inseridos os indutores de diferenciação. O meio de diferenciação osteogênico 

consiste no meio preparado com 50µg/ml de ácido ascórbico (Sigma, USA), 50nM β-glicerofosfato (Sigma, USA) e 10-8µM 

de dexametasona (Sigma, USA). As culturas de células com meio de indução ou controle tiveram seus meios trocados a cada 

72 horas durante os 7 dias de experimento. A mesma quantidade de células foi mantida em meio DMEM suplementado com 

15% de Soro Fetal Bovino (SFB) Gibco®, 20% de Ham F-12 Gibco® e antibióticos caracterizando o controle de cultura. 
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2.4 Irradiação das células-tronco  

Após 24 horas de plaqueamento, as células pertencentes aos grupos de LBP foram irradiadas com Laser de Baixa 

Potência InGaAIP Thera Lase (DMC equipamentos, São Carlos, SP, BR), posicionando a ponteira do Laser 

perpendicularmente a tampa das placas de cultivo, no centro do poço, conforme os seguintes parâmetros: Comprimento de 

Onda Vermelho: 660nm, Potência: 30mW, Tempo de exposição: 28 segundos, Dose: 1 J/Cm2. 

Os grupos foram divididos da seguinte forma: G1: células crescidas em meio regular, G2: células crescidas em meio 

regular + LBP, G3: células crescidas em meio osteogênico, G4: células crescidas em meio osteogênico + LBP. 

 

Figura 4: Placa com 24 poços para irradiação. 

 

Fonte: Autores. 

 

2.5 Análise do efeito da irradiação a Laser na proliferação e viabilidade celular   

A viabilidade e proliferação celular após irradiação a Laser foi realizada pelo ensaio MTT que se baseia na medida do 

dano induzido pelo composto/extrato em estudo no metabolismo celular de glicídeos usualmente através da avaliação da 

atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e conseqüentemente, a viabilidade celular, é 

quantificada pela redução do MTT (um sal de coloração amarela e solúvel em água) a formazan (sal de coloração arroxeada e 

insolúvel em água) (Figura 5). Dessa forma, a redução do MTT a formazan, será diretamente proporcional à atividade 

mitocondrial e a viabilidade celular.  

 

Figura 5: redução do MTT a formazan. 

 

Fonte: Autores. 

 

Para o ensaio MTT, as células foram cultivadas em placas de 24 poços a uma densidade de 5 x 104 células / poço na 

estufa de CO2 pelo período de 24 horas. Em seguida, foi retirado o meio de cultura e lavado com PBS. Adicionar solução 

contendo 0,5 mg MTT por mL de meio. Após incubação a 37 ° C por 4 h protegido da luz, o DMSO foi adicionado às células. 

A absorvância foi lida através do espectrofotômetro a 562 nm com 24, 48, 72 e 96 horas para estabelecer curva de proliferação 

das células. Foram realizados pelo menos três experimentos independentes para verificar a reprodutibilidade dos resultados. 
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2.6 Análise estatística   

Os dados foram analisados descritivamente e através das medidas estatísticas: média, desvio padrão e coeficiente de 

variação, e inferencialmente através do teste de análise de multivariância (ANOVA) para grupos independentes e medidas 

repetidas. Os dados foram avaliados para conferir a igualdade de variância/discrepâncias e a distribuição normal de erros. A 

diferença entre os grupos foi avaliada pelo teste de Tukey com grau de significância de 5%. 

 

3. Resultados e Discussão  

Os resultados mostram na Figura 6, a proliferação celular dos grupos medida nos dias 1, 3, 5 e 7, evidenciando a 

maior proliferação no grupo 1 (células crescidas em meio regular).  A Tabela 1, indica as estatísticas do número de células por 

grupo e por dia. Desta tabela, se destaca que no primeiro dia, a média mais elevada foi no grupo 2 (células crescidas em meio 

regular + LBP); no terceiro dia, um menor número de células foi evidenciado no grupo 4 (células crescidas em meio 

osteogênico + LBP). No quinto dia, um número inferior de células foi verificado no grupo 3 (células crescidas em meio 

osteogênico), seguido do grupo 4, enquanto o grupo 1 apresentou a maior taxa de proliferação; no sétimo dia, o grupo 3 

apresentou média inferior aos outros grupos. Com exceção do decréscimo da média do primeiro dia para o terceiro dia no 

grupo 4, as demais médias aumentaram com o dia de avaliação em todos os grupos para a margem de erro fixada (5%) 

comprovando diferença significativa (p < 0,05). Entre os dias em cada um dos grupos e através dos testes de comparações 

múltiplas verificou-se diferença significativa entre todos os dias no grupo 1; no grupo 2, exceto entre os dias 5 e 7, apresentou 

diferenças significativas entre os pares de dias; no grupo 3, se comprova diferença significativa entre o dia 1 dos dias 5 e 7; no 

grupo 4, foram verificadas diferenças significativas dos dois dias iniciais dos dias finais (1 e 3 dos dias 5 e 7). Com exceção do 

primeiro dia, se comprova diferença significativa entre os grupos, sendo com diferenças significativas: no terceiro dia, entre o 

grupo 1 com cada um dos grupos 3 e 4; do grupo 2 com o grupo 4; nos dias 5 e 7, as diferenças ocorreram entre os grupos com 

1 e 2 dos grupos 3 e 4.  

A variabilidade expressa através do coeficiente de variação não foi elevada desde que a referida medida foi no 

máximo 47,38% (<50%) no dia 1 do grupo 3. 

 

Figura 6: Curvas de crescimento das células-tronco mesenquimais submetidas ou não ao meio osteogênico; submetidas ou não 

à irradiação pelo LBP; submetidas à associação do meio osteogênico e irradiação com LBP. 

 

Fonte: Autores.  
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Tabela 1: Estatísticas do número de células segundo o grupo e o dia de avaliação. 
  

Dia de avaliação 
 

Grupo Estatística Dia1 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Valor p 
Grupo 1 Média 19183,33 (a) 46911,11(b, A) 64350,00(c, A) 77733,33(d, A) p (1)< 0,001* 

 
Desvio padrão 5345,53 12626,21 11166,13 13739,72 

 

 
Mediana 17500,00 50200,00 64750,00 75200,00 

 

 
Coef. Variação 27,87 26,92 17,35 17,68 

 

Grupo 2 Média 21111,11(a) 33566,67(b, AB) 52133,33(c, A) 58355,56(c, A) p (1)< 0,001* 

 
Desvio padrão 6432,04 8077,44 8872,43 7403,23 

 

 
Mediana 20800,00 28400,00 53000,00 56000,00 

 

 
Coef. Variação 30,47 24,06 17,02 12,69 

 

Grupo 3 Média 15711,11(a) 22977,78(ab, BC) 25444,44(b, B) 26311,11(b, B) p (1) = 0,040* 

 
Desvio padrão 7443,19 8918,21 5808,42 10000,56 

 

 
Mediana 15800,00 24000,00 25200,00 22200,00 

 

 
Coef. Variação 47,38 38,81 22,83 38,01 

 

Grupo 4 Média 20311,11(a) 20177,78(a, C) 30400,00(b, B) 31311,11(b, B) p (1)< 0,001* 

 
Desvio padrão 5009,10 7460,19 4224,93 4983,08 

 

 
Mediana 20000,00 19600,00 30200,00 31600,00 

 

 
Coef. Variação 24,66 36,97 13,90 15,91 

 

Valor p 
 

p(2) = 0,178 p(2)< 0,001* p(2)< 0,001* p(2)< 0,001* 
 

Fonte: Autores. 

 

 A variabilidade expressa através do coeficiente de variação não foi elevada visto que a referida medida foi no máximo 

47,38% (<50%) no dia 1 do grupo 3. Para a margem de erro fixada (5%) se comprova diferença significativa (p < 0,05) entre 

os dias em cada um dos grupos. 

A Tabela 2 apresenta as diferenças das médias de cada um dos dias das médias do dia 1 por grupo. Esta tabela mostra 

que o único valor negativo ocorreu na diferença do dia 3 – dia 1 no grupo 4; os maiores aumentos ocorreram no grupo 1, 

seguido do grupo 2. 
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Tabela 2: Diferenças entre as médias da variação dos dias 3, 5 e 7 para o dia 1 segundo o grupo. 
 

Diferença 

Grupo Dia 3-Dia 1 Dia 5-Dia 1  Dia 7-Dia 1 

    

Grupo 1 27727,78 45166,67 58550,00     

Grupo 2 12455,56 31022,22 37244,45     

Grupo 3 7266,67 9733,33 10600,00     

Grupo 4 -133,33 10088,89 11000,00     

Fonte: Autores. 

 

Esta tabela mostra que o único valor negativo ocorreu na diferença do dia 3 – dia 1 no grupo 4 o que indica redução; 

os maiores aumentos ocorreram no grupo 1, seguido do grupo 2.  

 

4. Conclusão  

A proliferação das células-tronco mensequimais foi maior nas células submetidas ao meio regular e o Laser de baixa 

potência (LBP) apresentou efeito positivo na proliferação das CTMs associadas ao meio osteogênico. 
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